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1 Einleitung 
 
 
 
 
1   Einleitung 
 
1.1   Hexokinasen 
 
Hexokinasen bezeichnen eine vielfältige Gruppe von Enzymen, welche zu den 
Transferasen gezählt werden und den ersten Schritt in der Glykolyse katalysieren. Eine 
essentielle Funktion der Hexokinasen stellt somit die Einleitung der intrazellulären 
Verstoffwechselung von Glukose, Fruktose und Mannose dar, indem sie den Transfer 
einer ATP-Phosphatgruppe auf die entsprechende Akzeptorgruppe katalysieren. In Hefen, 
Pflanzen und Säugern spielen Hexokinasen darüber hinaus eine wichtige Rolle im 
Rahmen regulatorischer Mechanismen wie der Glukoseerkennung und der glukose-
abhängigen Signaltransduktion (1-7). Diese Besonderheit der Hexokinase wurde 
herangezogen, um Biosensoren zur Glukoseerkennung in Fermentationsprozessen zu 
entwickeln (8). Interessanterweise hat in höheren Organismen wie z.B. Säugetieren 
bereits das Substrat Glukose der Hexokinasen einen komplexen regulatorischen Einfluss 
auf den Zellstoffwechsel, indem sie sowohl als Kohlenstoffquelle, als auch als Hormon-
ähnliche Regulatoren wirkt (1). Im Menschen kann eine Änderung der Hexokinaseaktivität 
mit Krankheiten wie Kardiomyopathie (9), hämolytischer Anämie (10), ebenso wie mit 
einer Sonderform des Diabetes mellitus (MODY) vergesellschaftet sein (11,12). Aufgrund 
ihrer Eigenschaft als Moonlighting-Protein (biologische Multifunktionalität), ihrer 
Ähnlichkeit mit menschlichen homologen Enzymen und ihrer leichten Verfügbarkeit 
dienen Hefehexokinasen als Modellenzyme in der Grundlagenforschung und der 
biomedizinischen Forschung. 
 
 
1.2   Glukosekinasen von Saccharomyces cerevisiae  
 
Die Crabtree-positive Hefe Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) (13) besitzt als 
Folge einer evolutionären Genomduplikation zwei unterschiedlich regulierte 
Hexokinasegene (ScHXK1, ScHXK2) sowie ein Glukokinasegen (ScGLK1), welches ein 
paraloges Gen (ScEMI2) besitzt (14,15). Die drei Glukosekinase-kodierenden Gene 
ScHXK1, ScHXK2 und ScGLK1 sind jeweils unabhängig voneinander in der Lage, das 
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Wachstum von S. cerevisiae auf glukosehaltigem Nährmedium zu ermöglichen. Allerdings 
bedarf es ausdrücklich ScHXK2, die glukosevermittelt die Transkription jener Gene 
unterdrückt (long-term repression), die in der Verwertung alternativer Kohlenstoffquellen, 
im Rahmen der Glukoneogenese und der Zellatmung involviert sind (16-20). Hierbei 
fungieren offenbar integrale Membranproteine als Sensor für die extrazelluläre 
Glukosekonzentration (21,22).  
 
Die Regulation der Gentranskription erfordert in S. cerevisiae allerdings die vorherige 
Aufnahme und Phosphorylierung des jeweiligen Zuckers (1,3,18,23). Hierbei mündet z.B. 
ein hohes extrazelluläres Glukoseangebot in einer entsprechend hohen ScHxk2-
Expression. Im Gegensatz dazu führt die extrazelluläre Präsenz von Galaktose sowie 
nicht-fermentierbarer Kohlenstoffquellen zur Induktion der Isoenzyme ScHxk1 und 
ScGlk1, bei gleichzeitiger Suppression von ScHXK2 (24-27). Das paraloge Genprodukt 
von ScGLK1 (ScEmi2) ist anscheinend nicht in der Lage in einer hxk1 hxk2 glk1 -Tripel-
Mutante das Wachstum auf glukosehaltigem Nährmedium zu ermöglichen. Es spielt 
jedoch eine wichtige Rolle in der Meiose und wird ebenfalls glukoseabhängig reguliert 
(28,29).  
  
Die drei Glukosekinasen in S. cerevisiae besitzen unterschiedliche Spezifitäten für ihre 
Substrate. Hexokinase 1 (ScHxk1) und Hexokinase 2 (ScHxk2) phosphorylieren Glukose, 
Fruktose und Mannose, während die Glukokinase 1 (ScGlk1) lediglich Glukose und 
Mannose als Substrate akzeptiert (30). Hierbei wird im Rahmen der enzymatischen 
Reaktion die γ-Phosphatgruppe vom Kosubstrat ATP auf die jeweilige Hexose übertragen 
(siehe Gleichung 1).  
 
  

HPhosphatGlukoseADPATPGlukose HexokinaseMg 232/4 6
2
  (1) 
 
Das Molekulargewicht von ScHxk1 beträgt 53.738 Da, von ScHxk2 53.811 Da und von 
ScGlk1 55.377 Da (31-33). Während die beiden Hexokinasen 1 und 2 eine 77 %ige 
Übereinstimmung in der Aminosäuresequenz aufweisen, zeigt das Enzym ScGlk1 zu 
ScHxk1 bzw. ScHxk2 lediglich eine 36 %ige bzw. 34 %ige Idendität  (Abb. 1) (34). 
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ScHxk2  1     MVHLGPKKPQ ARKGSMADVP KELMQQIENF EKIFTV     PTETLQAVTK  
ScHxk1  1     MVHLGPKKPQ ARKGSMADVP KELMDEIHQL EDMFTV     DSETLRKVVK  
ScGlk1  1                   MSFDDLH KATERAVIQA VDQICDDFEV TPEKLDELTA  
KlHxk1  1     MVRLGPKKPP ARKGSMADVP ANLMEQIHGL ETLFTV     SSEKMRSIVK  
 
ScHxk2  47    HFISELEKGL SKKGGN         IPMIPG WVMDFPTGKE SGDFLAIDLG  
ScHxk1  47    HFIDELNKGL TKKGGN         IPMIPG WVMEFPTGKE SGNYLAIDLG 
ScGlk1  38    YFIEQMEKGL APPKEGHTLA SDKGLPMIPA FVTGSPNGTE RGVLLAADLG 
KlHxk1  47    HFISELDKGL SKKGGN         IPMIPG WVVEYPTGKE TGDFLALDLG  
 
ScHxk2  89    GTNLRVVLVK LGGDRTFDTT QSKYRLPDAM RTTQNP  DE LWEFIADSLK 
ScHxk1  89    GTNLRVVLVK LSGNRTFDTT QSKYKLPHDM RTTKHQ  EE LWSFIADSLK 
ScGlk1  88    GTNFRICSVN LHGDHTFSME QMKSKIPDDL LDDENVTSDD LFGFLARRTL 
KlHxk1  89    GTNLRVVLVK LGGNHDFDTT QNKYRLPDHL RTG TS  EQ LWSFIAKCLK 
 
ScHxk2  137   AFIDEQFPQG  ISEPI  P   LGFTFSFPA SQNKINEGIL QRWTKGFDIP 
ScHxk1  137   DFMVEQELLN  TKDTL  P   LGFTFSYPA SQNKINEGIL QRWTKGFDIP 
ScGlk1  138   AFMKKYHPDE LAKGKDAKPM KLGFTFSYPV DQTSLNSGTL IRWTKGFRIA 
KlHxk1  136   EFVDEWYPDG  VSEPL  P   LGFTFSYPA SQKKINSGVL QRWTKGFDIE 
 
ScHxk2  182   NIENHDVVPM LQKQITKRNI P IEVVALIN DTTGTLVASY YTDPET 
ScHxk1  182   NVEGHDVVPL LQNEISKREL P IEIVALIN DTVGTLIASY YTDPET   
ScGlk1  188   DTVGKDVVQL YQEQLSAQGM PMIKVVALTN DTVGTYLSHC YTSDNTDSMT 
KlHxk1  181   GVEGHDVVPM LQEQIEKLNI P INVVRLIN DTTGTLVASL YTDPQT      
 
ScHxk2  226          KMG VIFGTGVNGA YYDVCSDIEK LQGKLSDDI   PPSAPMAIN  
ScHxk1  226          KMG VIFGTGVNGA FYDVCSDIEK LEGKLADDI   PSNSPMAIN  
ScGlk1  238   SGEISEPVIG CIFGTGTNGC YMEEINKITK LPQELRDKLI KEGKTHMIIN  
KlHxk1  225          KMG IIIGTGVNGA YYDVVSGIEK LEGLLPEDI   GPDSPMAIN  
 
ScHxk2  268   CEYGSFDNEH VVLPRTKYDI TIDEE SPRP GQQTFEKMSS GYYLGEILRL 
ScHXk1  268   CEYGSFDNEH LVLPRTKYDV AVDEQ SPRP GQQAFEKMTS GYYLGELLRL 
ScGlk1  288   VEWGSFDNEL KHLPTTKYDV VIDQKLSPRP GFHLFEKRVS GMFLGEVLRN 
KlHxk1  267   CEYGSFDNEH LVLPRTKYDV IIDEE SPRP GQQAFEKMTS GYYLGEIMRL 
 
ScHxk2  317   ALMDMYKQGF IFKNQDLSKF DKPFVMDTSY PARIEEDPFE NLEDTDDLFQ 
ScHxk1  317   VLLELNEKGL MLKDQDLSKL KQPYIMDTSY PARIEDDPFE NLEDTDDMFQ 
ScGlk1  338   ILVDLHSQGL LLQQYR SKE QLPRHLTTPF QLSSEVLSHI EIDDSTGLRE 
KlHxk1  316   VLLDLYDSGF IFKDQDISKL KEAYVMDTSY PSKIEDDPFE NLEDTDDLFK 
 
ScHxk2  367   NEFGIN TTV QERKLIRRLS ELIGARAARL SVCGIAAICQ KRGY KTGH   
ScHxk1  367   KDFGVK TTL PERKLIRRLC ELIGTRAARL AVCGIAAICQ KRGY KTGH 
ScGlk1  387   TELSLLQSLR LPTTPTERVQ IQKLVRAISR RSAYLAAVPL AAILIKTNAL 
KlHxk1  366   TNLNIE TTV VERKLIRKLA ELVGTRAARL TVCGVSAICD KRGY KTAH 
 
ScHxk2  414            I AADGSVYNRY PGFKEKAANA LKDIYGWTQT SLDDYPIKIV 
ScHxk1  414            I AADGSVYNKY PGFKEAAAKG LRDIYGWTGE NASKDPITIV 
ScGlk1  437   NKRYHGEVEI GCDGSVVEYY PGFRSMLRHA LA   LSPLG AEGERKVHLK 
KlHxk1  413            I AADGSVFNRY PGYKEKAAQA LKDIYNWDVE KMEDHPIQLV 
 
ScHxk2  455   PAEDGSGAGA AVIAALAQKR IAEGKSVGII GA 
ScHxk1  455   PAEDGSGAGA AVIAALSEKR IAEGKVSGII GA 
ScGlk1  484   IAKDGSGVGA ALCALVA 
KlHxk1  454   AAEDGSGVGA AIIACLTQKR LAAGKSVGIK GE 
 
Abbildung 1: Sequenzvergleich ausgewählter Hefe-Glukosekinasen. Entsprechend der 
Reihenfolge sind die Aminosäuresequenzen der Hexokinasen 2 und 1 (31,32) sowie der 
Glukokinase 1 von Saccharomyces cerevisiae (33) und der Hexokinase 1 von 
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Kluyveromyces lactis (35) aufgelistet. In Grau unterlegte Aminosäuren sind in allen 
Sequenzen identisch. Der Sequenzabgleich wurde ausgeführt mit dem MultAlin 
Programm (36).  
 
 
1.3   Hexokinase 2 von S. cerevisiae  
 
1.3.1   Raumstruktur und Katalysemechanismus der Hexokinase 2 
 
Das Enzym ScHxk2 besteht aus zwei Domänen, die beide aus diskontinuierlichen 
Peptidsequenzen zusammengesetzt sind. Die große, überwiegend α-helikale Domäne 
besteht aus den Aminosäureresten  (aa) 1 bis 76 und 212 bis 455, die kleine α/β-Domäne  
aus den Aminosäureresten 77 bis 211 und 456 bis 486 (Abb. 2) (37).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2: Modell der monomeren Hexokinase 2 von S. cerevisiae in offener 
Konformation. Das aktive Zentrum ist zwischen den beiden Domänen lokalisiert. Die 
räumliche Anordnung der Aminosäuresequenz ist farblich fortlaufend ausgehend von Blau 
(N-Terminus) über Grün, Gelb, Orange bis hin zu Rot (C-Terminus) dargestellt*. 
                                                 
*
 mit freundlicher Genehmigung von Paula Kuser Falção (37) 
große 
Domäne 
kleine 
Domäne 
 5 
 
5 Einleitung 
Für die am Enzym ablaufende Phosphorylierungsreaktion stellt Asp211 die katalytische 
Basis dar. Hier kommt es zur Wasserstoffbrückenbindung mit der Hydroxylgruppe des C6-
Atoms von Glukose, welches im Folgenden als Beispielsubstrat dienen soll (siehe 
Gleichung 1). Im Bereich der Seitenketten der Aminosäurereste Asn237, Glu269 und Glu302 
kommt es zur Ausbildung weiterer Wasserstoffbrücken mit den O-4-, O-3- und O-1-
Atomen der Glukose. Die Aminosäurereste 344 bis 348 und 422 bis 424 interagieren 
daraufhin mit dem Adeninring des Kosubstrates ATP. Kommt es zur Glukosebindung 
durch die Hexokinase, wird der tiefe Spalt zwischen den beiden Domänen geschlossen 
(sogenannter induced fit (38,39)), so dass die Aminosäurereste Thr175 und Lys176 der 
kleinen Domäne weitere Wasserstoffbrückenbindungen zur Glukose etablieren können 
(37,40). Eine zusätzliche Konformationsänderung wird durch die ATP-Bindung ausgelöst. 
In der nunmehr geschlossenen Konformation interagiert Ser158 schließlich mit der 
Hydroxylgruppe 3 des Glukosemoleküls (37). Ser158 wurde als eine 
Autophosphorylierungsstelle identifiziert, auf welche nachfolgend noch genauer 
eingegangen werden soll (41). Es kommt zur Reaktion mit Übertragung des γ-Phosphates 
von ATP auf die Hydroxylgruppe des C6-Atoms von Glukose aus der wie unter Gleichung 
1 beschrieben die Produkte ADP und Glukose-6-Phosphat hervorgehen. Darüber hinaus 
wird ein Proton freigesetzt. Dieses Proton wird möglicherweise über einen in unmittelbarer 
Nähe zum aktiven Zentrum gelegenen, aus hydrophoben Aminosäureresten der kleinen 
Domäne gebildeten und am Eingang vorwiegend negativ geladenen Kanal ausgeschleust. 
Dieser Kanal ist wahrscheinlich für die Substrate ATP und Glukose ebenso wie für die 
Produkte ADP und Glukose-6-Phosphat nicht passierbar (37). Nach Ausschleusung des 
Protons kommt es schließlich zur Freisetzung der Reaktionsprodukte ADP und Glukose-
6-Phosphat aus dem aktiven Zentrum der Hexokinase (40,42-45). Der gesamte 
Mechanismus, der zur Schließung des Spaltes einschließlich des aktiven Zentrums durch 
Substratbindung führt, stellt sich insgesamt als eine unelastische Bewegung der 
Domänen dar (46). 
Die Hexokinase 2 von S. cerevisiae kann sowohl als Homodimer als auch als Monomer 
vorliegen. Die Dissoziation der beiden Untereinheiten wird durch Zunahme des 
pH-Wertes, der Ionenstärke, der Temperatur sowie durch Zugabe von 
Denaturierungsmitteln bzw. durch Phosphorylierung an Serin15 eingeleitet (47-53). Ferner 
führt die Anwesenheit von Glukose (47,52) oder Mg-ADP (51,54) zur Dissoziation des 
Dimers. Und auch bei einer niedrigen Enzymkonzentration liegt die Hexokinase 2 
vermehrt als Monomer vor (52). Hierbei verfügt die monomere Form des Enzyms über 
eine höhere Affinität für Glukose und ATP als die dimere Form (52). Interessanterweise 
wird die Glukosephosphorylierung bei der monomeren Form der Hexokinase 2 durch das 
Kosubstrat ATP inhibiert, während das Homodimer einer Regulation durch ATP nicht 
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zugänglich ist (52). Dies könnte eine wichtige Rolle bei der Regulation der 
Glukoseverstoffwechselung spielen.  
 
 
1.3.2   Die multifunktionale Rolle der Glukosekinasen von S. cerevisiae 
 
Neben der bereits erwähnten katalytischen Funktion sind die Glukosekinasen von 
S. cerevisiae offenbar in der Lage bei ausreichender Verfügbarkeit der fermentierbaren 
Substrate Glukose und Fruktose zwei regulatorische Mechanismen zumindest teilweise 
einzuleiten: 
Einen Mechanismus stellt der sogenannte Ras-cAMP-Weg dar (18,55,56), der zweite 
wurde als Glukoserepression oder kataboler Repressionsweg beschrieben (57-60). Die 
Ras-cAMP-Aktivierung spielt eine Rolle in der Erfassung verfügbarer Nahrungsquellen 
und in der Wachstumsregulation (59,61). Es konnte gezeigt werden, dass der durch eine 
der drei Glukosekinasen vermittelte Phosphoryltransfer auf Glukose oder Fruktose eine 
kurzfristige und transiente Akkumulation von cAMP und somit eine Aktivitätszunahme der 
cAMP-abhängigen Proteinkinase in S. cerevisiae hervorruft (18,55,59,62). Anschließend 
ist die cAMP-abhängige Proteinkinase für eine schnelle Aktivierung bzw. Inaktivierung 
verschiedener Enzyme verantwortlich und beeinflusst so die Expression mehrerer 
abhängiger Gene (short-term response) (18,63-68). Die katabole Repression hingegen 
führt zur anhaltenden Unterdrückung der Transkription jener Gene, welche in die 
Verwertung alternativer Kohlenstoffquellen im Rahmen der Glukoneogenese und der 
Zellatmung involviert sind und wird während des Wachstums von S. cerevisiae auf 
glukosehaltigem Medium speziell durch die Hefe-Hexokinase 2 eingeleitet. Wächst 
S. cerevisiae jedoch auf fruktosehaltigem Medium, so können ScHxk1 und ScHxk2 
Auslöser der katabolen Repression sein (Tabelle1) (16-20,69-72).  
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Tabelle 1: Enzyme und Stoffwechselwege die in Saccharomyces cerevisiae einer  
Glukoserepression unterliegen (aus Zimmermann & Entian, 1997, S. 411). 
Stoffwechselweg Gen Expressionsprodukt 
Disaccharidverwertung: 
SUC2 
MAL61 
MAL62 
Invertase  
Maltosepermease 
Maltase 
Galaktosemetabolismus: 
GAL 1 
GAL2 
Galaktokinase 
Galaktosepermease 
Atmungskette: 
CYC1 
COX6 
RPO41 
QCR8 
ATP2 
Iso-1-Cytochrom c 
Cytochromoxidase, Untereinheit 
mitochondriale RNA-Polymerase 
Ubichinol:Cytochrom c-Oxidoreduktase 
ATP-Synthase, Untereinheit 
Tricarbonsäurezyklus: 
CIT1 
ACO1 
KGD1 
Citratsynthase 
Aconitase 
α-Ketoglutaratdehydrogenase 
Glyzerolverwertung:       
GUT1 
GUT2 
Glycerolkinase 
Glycerol-3-phosphatdehydrogenase 
Glukoneogenese: 
FBP1 
PCK1 
Fruktose-1,6-bisphosphatase 
Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase 
β-Oxidation: 
POX1 
POT1 
Acyl-CoA-Oxidase 
3-Ketothiolase  
Glyoxylatzyklus: 
ICL 1 
MLS1 
IsocitratIyase 
Malatsynthase 
Verwertung von C2- 
Verbindungen:   
ADH2 
ACS1 
Alkoholdehydrogenase II 
Acetyl-CoA-Synthetase 
                    
 
1.3.3   Bedeutung von Serin15 in ScHxk2  
 
Für die Einleitung der glukoseinduzierten Katabolitrepression (Glukoserepression) wird, 
wie bereits erwähnt, ScHxk2 benötigt (18,20). Untersuchungen konnten zeigen, dass 
Serin15 in ScHxk2 eine essentielle Aminosäure für die Katabolitrepression darstellt (73). In 
der Aminosäureabfolge Arg12-Lys-Gly-Ser15, die einer speziellen Proteinkinase A-
Konsensussequenz ähnelt, könnte Serin15 die Zielstruktur einer cAMP-abhängigen 
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Phosphorylierung sein (74-76). Erst kürzlich wurde das Protein Ymr291W/Tda1 
identifiziert, welches für die Phosphorylierung von Serin15 der ScHxk2 unentbehrlich ist. 
Über dessen direkten oder indirekten Wirkmechanismus liegen gegenwärtig keine 
genaueren Erkenntnisse vor (77). Zu einer Phosphorylierung an Serin15 kommt es in vivo 
bei einer niedrigen extrazellulären Glukosekonzentration. Liegt hingegen eine hohe 
extrazelluläre Glukosekonzentration vor oder wächst S. cerevisiae auf Medien mit 
alternativen Kohlenstoffquellen wie Galaktose, Raffinose oder Ethanol, so bleibt eine 
solche Serin15-Phosphorylierung aus (73,78-80). Erfolgt eine Modifikation des Serin15-
Restes durch Phosphorylierung, fördert dies in vitro die Dissoziation des homodimeren 
Enzyms und seine Untereinheiten repräsentieren nun die hohe Affinitätsform für die 
beiden glykolytischen Substrate, was zu einer verbesserten Glukoseverwertung bei 
niedriger extrazellulärer Glukosekonzentration beiträgt (48,52,73,79). Wird hingegen nach 
gezielter Mutagenese mittels eines Serin-Alaninaustausch an der Aminosäure 15 der 
Hexokinase 2 von S. cerevisiae eine Alanin15-Variante exprimiert, so lässt sich in vitro 
eine eindeutige Verschiebung des Monomer-Dimergleichgewichtes zugunsten des 
homodimeren Enzyme nachweisen. Ebenso ist die Glukoserepression in dieser Alanin15-
Variante aufgehoben (73). Daraus wurde schließlich die Hypothese abgeleitet, dass es 
bei Vorliegen einer niedrigen extrazellulären Glukosekonzentration zu einer Serin15-
Phosphorylierung kommt und somit die Dissoziation der ScHxk2 begünstigt (siehe auch 
Abb.3). Auf diese Weise lässt sich zum einen die Glukoseverwertung verbessern (48,52) 
und zum andern ist sie nun zur Teilnahme an einer Signaltransduktionskaskade befähigt, 
welche die Glukose-derepression vermittelt (48,52,81-83). Es konnte gezeigt werden, 
dass selbst ScHXK2-Deletionsmutanten, denen die ersten 15 N-terminalen Aminosäuren 
fehlen, eine ausreichende katalytische Restaktivität besitzen, um ein Hefewachstum auf 
glukose-, fruktose- bzw. mannosehaltigen Nährmedien zu ermöglichen (84). Andererseits 
kann in S. cerevisiae exprimierte humane pankreatische Glukokinase mit einer niedrigen 
katalytischen Aktivität hinsichtlich ihrer Glukoserepression noch voll funktionsfähig sein 
(85). Weitere Experimente weisen darauf hin, dass die Fähigkeit zur Glukoserepression 
nicht linear mit der Zuckerkinaseaktivität abnimmt (20,55). Dies lässt vermuten, dass die 
Zuckerkinaseaktivität und das Katabolitrepressionssignal zumindest teilweise durch 
unterschiedliche Domänen der Hxk2 vermittelt  werden (3,55,82). 
Eine Elimination der Aminosäuren Lysin7 bis Methionin16, hebt sowohl die 
Glukoserepression von ScHXK1, ScGLK1 und ScSUC2, welches für Invertase kodiert als 
auch die nukleäre Lokalisation von ScHxk2, auf (19,27). Die phosphorylierbare 
Aminosäure Serin15 ist damit nicht nur Teil einer Proteinkinase-A-Konsensussequenz, 
sondern ebenso Teil einer nukleären Lokalisationssequenz (K7KPQARKGSM16), welche 
den Transfer des Enzyms in den Nukleus vermittelt  (3,19,86). Einem erweiterten Model 
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von Moreno zu Folge (Abb. 3, modifiziert nach Moreno et al. 2005) verursacht eine 
ScHxk2-Phosphorylierung an Serin15, wie sie in vivo durch Glukosemangel ausgelöst 
werden kann, die Dissoziation des homodimeren Enzyms und den Export seiner 
Untereinheiten aus dem Nukleus durch Exportin Xpo1 (87). Innerhalb dieses 
Regulationsmechanismuses scheint im Gegensatz dazu die Zugabe von Glukose die 
Migration von ScHxk2 vom Zytosol in den Nukleus mittels der nukleären 
Lokalisationssequenz am N-Terminus des Enzyms zu fördern  (83).  
In einem weiteren Regulationsmechanismus liegt Rgt1† in Gegenwart niedriger externer 
Glukosekonzentrationen phosphoryliert vor und bindet so an das RGT1-Element des 
ScHXK2-Promotors zur Suppression der ScHXK2-Transkription. Bei hohen externen 
Glukosekonzentrationen hingegen wird Rgt1 durch Tpk3‡ hyperphosphoryliert. Die 
hyperphosphorylierte Form wiederum wird durch zusätzliche Interaktionen mit dem 
nukleären ScHxk2-Protein aus dem Komplex zur Supression der ScHxk2-Transkription 
freigesetzt, was zur Induktion von ScHXK2 führt (88). Neben dem durch 
Glukoseüberschuss induzierten nukleären Import für ScHxk2 kommt es ebenso zum 
nukleären Import von ScMig1 (Transkriptionsrepressor, dephosphorylierte Form) (83). 
Mig1 und ScHxk2 vereinen sich im Nukleus zu einem heterodimeren Komplex, welcher 
durch weitere Bindung eines Repressorkomplex, dem Cyc8-Tup1§, in der Lage ist an die 
Promotoren der Mig1-Zielgene zu binden und die Transkription jener Gene zu unterdrückt, 
die nicht während des Wachstums in glukosehaltigem Medium benötigt werden (82). Ist 
Glukose nicht mehr in ausreichender Menge verfügbar, wird die Snf1-Proteinkinase 
aktiviert und phosphoryliert Mig1. Diese Phosphorylierung induziert die Mig1-Abspaltung 
vom Mig1-Hxk2-Komplex und dessen Export aus dem Nukleus zurück ins Zytosol (81). Im 
Zytosol hingegen wird phosphoryliertes Mig1 bei hohen Glukosekonzentrationen durch 
einen Glc7**-Phosphatase-Komplex dehosphoryliert (81). Der Export der ScHxk2-
Untereinheiten  aus  dem  Nukleus  durch  Exportin  Xpo1  wird, wie schon erwähnt, durch  
 
 
                                                 
†
 Rgt1 ist ein Glukose-responsibler Transkriptionsfaktor, der nach Bindung an die jeweiligen 
Promotoren sowohl als Aktivator, als auch als Repressor die Expression verschiedener Glukose-
transportergene reguliert (Özcan, S., Leong, T., and Johnston, M. (1996) Mol Cell Biol. 16: 6419-
6426, Kim, J. H., Polish, J., and Johnston, M. (2003) Mol Cell Biol. 23: 5208-5216).  
‡
 Tpk3 ist eine von drei katalytischen Untereinheiten der cAMP-abhängigen Proteinkinase. Sie 
fördert das vegetative Wachstum über den Ras-cAMP-Signalweg (Toda, T., Cameron, S., Sass, P., 
Zoller, M., and Wigler, M. (1987) Cell. 50:  277-287, Ordiz, I. Herrero, P., Rodicio, R., and Moreno 
F. (1996) FEBS Lett. 385: 43-46).  
§ Cyc8-Tup1ist ein Bestandteil eines Repressorkomplexes (Treitel, M. A., and Carlson M.(1995) 
Proc Natl Acad Sci U S A 11:3132-3136). 
**
 Glc7 ist eine Untereinheit der Typ 1 Serin/Threonin-Proteinphosphatase. Sie ist in viele Prozesse 
einschließlich Sporulation und Mitose involviert und interagiert mit mehreren regulatorischen 
Untereinheiten (Stark, M. J. (1996) Yeast 12: 1647-1675). 
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Abbildung 3: Glukose-
abhängige Regulationsme-
chanismen in S. cerevisiae. 
Beschreibung siehe Text. 
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eine ScHxk2-Phosphorylierung an Serin15 verursacht, wie sie in vivo durch Glukose-
mangel ausgelöst werden kann (87). Es ist nicht bekannt, ob diese Phosphorylierung  
bereits im Nukleus stattfindet und eine Art Exportsignal für das Enzym darstellt. Spekuliert 
wird eine durch die Phosphorylierung verursachte gesteigerte Exportrate bezogen auf die 
des Imports oder eine Unterdrückung des ScHxk2-Importes, verursacht durch eine 
verringerte Affinität des phosphorylierten zytoplasmatischen Hexokinase 2-Enzyms (87). 
Auf diese Weise könnte der Eintritt des Enzyms in den Nukleus trotz einer hohen 
zytoplasmatischen Monomerkonzentration verhindert werden.  
 
 
1.3.4   Bedeutung der Autophosphorylierung der ScHxk2 
 
Die Bindung verschiedener Glukoseanaloga wie D-Xylose oder D-Lyxose an ScHxk2 führt 
zu einer niedrigeren katalytischen Aktivität. Durch Autophosphorylierung in Gegenwart 
von Mg-ATP kommt es zur reversiblen Inaktivierung der Glukosekinaseaktivität der 
Hexokinase 2 (40,42,89,90). Hierbei wurde Serin158 in vitro als Autophosphorylierungs-
stelle im aktiven Zentrum des ScHxk2-Moleküls identifiziert (41,91). Die Hydroxylgruppe 
von Serin158 befindet sich in direkter Nachbarschaft zur C6-Hydroxylgruppe der 
gebundenen Glukose. Somit könnte Serin158 eine wichtige Rolle im Phosphattransfer 
spielen. Während ein Serin-Glutamataustausch an der Aminosäureposition Serin158 
ebenso wie eine Autophosphorylierung selbst zum vollständigen Verlust der 
Hexokinaseaktivität führt, zeigt sich bei einem Serin-Alanin- oder Serin-Cysteinaustausch 
eine Abnahme sowohl der katalytischen Aktivität als auch der Substrataffinität für ATP bei 
gleichzeitig erhöhter Affinität für Glukose (41).  
Wird ein Serin-Glutamataustausch an der Aminosäureposition 15 der Hexokinase 2 von 
S. cerevisiae vorgenommen, um eine Serin15-Phosphorylierung zu simulieren, so regt dies 
konsekutiv die Autophosphorylierung des Enzyms an. Es wurde spekuliert, dass  Serin158 
hierbei den Ort für die genannte ATP-abhängige Autophosphorylierung darstellen könnte 
(52). Darüber hinaus könnte ebenso das Vorhandensein einer weiteren Proteinkinase A-
Konsensussequenz eine Erklärung für eine früher beobachtete starke [γ-32P]-ATP-
abhängige Phosphatmarkierung sein (52,56,79). Das mögliche zweite in der 
Hexokinase 2 befindliche Proteinkinase A-Konsensusmotiv (Arg382-Arg-Leu-Ser385) 
(56,78,79) und eine damit verbundene Phosphorylierung von Serin385 war Anlass für 
weitere Untersuchungen. Schließlich verdeutlicht die Stimulation der 
Autophosphorylierung durch einen Serin-Glutamat-Austausch an Position 15 die 
multifunktionelle Rolle des Isoenzyms 2 (86,91-93). 
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1.3.5   Proteinstabilität und ScHxk2 
 
Nach oder auch schon während der Biosynthese der Polypeptidketten an den Ribosomen 
kommt es determiniert durch die Primärstruktur zur Ausbildung der jeweiligen Sekundär- 
und Tertiärstrukturen. Diese für jedes Protein spezifische und einmalige Konformation ist 
entscheidend für die resultierende biologische Aktivität. Würde nach dem Prinzip von 
Versuch und Irrtum ausgehend von der entfalteten Proteinkette statistisch jede einzelne 
mögliche Raumstruktur auf ihre richtige und funktionelle Konformation getestet, so würde 
es eine astronomische Zeitspanne erfordern und den Lebensablauf unmöglich gestalten 
(Levinthal‘s Paradoxon) (94). Demnach bedarf es für die Proteinfaltung, bei der 
Wasserstoffbrückenbindungen zwischen Peptiden, elektrostatische Wechselwirkungen 
zwischen geladenen Aminosäuren und Van-der-Waals-Kräften eine entscheidende Rolle 
spielen, eines zielgerichteten Verfahrens, welches die Proteinfaltung in vivo und in vitro 
unterstützt (100). Die Beschreibung hochkooperativer Faltungsprozesse sowie die 
Bestimmung der Proteinstabilität sind hierbei Gegenstand derzeitiger Forschung. Wie in 
Gleichung 2 veranschaulicht, können Proteine reversibel einen gefalteten, nativen (A), 
und einen ungefalteten, denaturierten (B) Zustand annehmen. Der hier in Gleichung 2 
abgebildete Gleichgewichtszustand spiegelt ein Zweizustandsmodell wider. Die 
Energiedifferenzen zwischen diesen beiden Zuständen werden durch die 
thermodynamische Stabilität eines Proteins beschrieben. Mit Hilfe chemisch oder 
thermisch induzierter Übergänge können Energiedifferenzen experimentell bestimmt 
werden. Von verschieden Autoren wurden aufgrund thermodynamischer Grundlagen 
Gleichungssysteme abgeleitet (95-99).  
 
  A                     B         (2) 
 
Informationen über die Stabilität des experimentell untersuchten Proteins erhält man über 
die Bestimmung der Differenz der freien Enthalpie vom entfalteten und nativen Proteins 
(ΔG) mittels Enthalpie (ΔH), Entropie (ΔS) beider Zustände und der absoluten Temperatur 
(T, Gleichung 3). Ferner ist die Berechnung der freien Enthalpiedifferenz des Proteins 
(ΔG, Gleichung 4) aus der Gleichgewichtskonstante (KA/B, Gleichung 5) zwischen dem 
nativen und entfaltetem Protein ([A] entspricht der Konzentration des nativen Proteins, [B] 
entspricht der Konzentration des entfalteten Proteins), T, der absoluten Temperatur und R, 
der Gaskonstante möglich (100,101). Für die meisten globulären Proteine ist die 
thermodynamische Stabilität mit 5 – 15 kcal/mol relativ gering (100).  
 
 
k1 
k2 
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BABABA STHG           (3) 
BABA KRTG /ln           (4) 
 
 A
B
K BA /                       (5)
  
Proteine können durch unterschiedliche Umgebungsbedingungen, wie beispielsweise 
hohen Druck bzw. Temperatur, stark saure oder basische pH-Werte, aber auch durch die 
Anwesenheit denaturierender Chemikalien (z.B. chaotrope Salze, organische 
Lösungsmittel) oder deren Kombination im denaturierten Zustand stabilisiert werden. 
Erhöht man beispielsweise die Konzentration eines Denaturierungsmittels, so steigt die 
Konzentration des denaturierten Proteins, wohingegen die des nativen Proteins fällt. Eine 
derartige Vorgehensweise findet ihre experimentelle Anwendung bei der Ermittlung von 
Transitionskurven über die Messung von Konzentrationsverhältnissen (UV-Spektrum, 
innere Fluoreszenz der aromatischen Aminosäuren, Zirkulardichroismus im Nah- und 
Fern-UV, enzymatische Aktivität) (100). Kommt es innerhalb des Faltungsprozesses zum 
Auftreten von Intermediaten, so muss das Zweizustandsmodell erweitert werden, es sei 
denn, die Population des Intermediates ist vernachlässigbar klein. Liegen Proteine als 
Oligomere vor, sind zudem Assoziations- und Dissoziationsprozesse zu berücksichtigen. 
Oligomere zerfallen durch Zusatz von Denaturierungsmittel in ihre monomeren Einheiten, 
die oftmals als Intermediate stabil akkumuliert werden können (100).  
Die Hexokinase 2 von S. cerevisiae bedarf als multifunktionales Enzym 
zwingendermaßen einer widerstandsfähigen und situationsentsprechenden strukturellen 
Stabilität, d.h., die Fähigkeit zur Etablierung einer stabilen Konformation, aber auch einer 
Reversibilität hinsichtlich ihres monomeren und dimeren Zustandes. Aus diesem Grund 
sind erkenntnisbringende Proteinfaltungs- bzw. -entfaltungsstudien erforderlich. Erste 
Untersuchungen zeigten bereits, dass dieses Enzym in der Lage ist, nach chemischer 
Denaturierung und vollständiger Inaktivierung seine enzymatische Aktivität in 
Renaturierungsexperimenten zu rekonstituieren [unveröffentlichte Ergebnisse††]. In 
ScHxk2 sind beide Domänen interessanterweise aus diskontinuierlichen Peptidsequenzen 
zusammengesetzt (Abbildung 2) (37). Bei umfangreichen Analysen zur Stabilität und 
Faltung von Zwei-Domänen-Proteinen, wobei eine oder beide Domänen aus 
kontinuierlichen Peptidsequenzen bestehen, verhalten sich diese Domänen sehr oft als 
voneinander unabhängige Faltungseinheiten (102). Im Fall der Dihydrofolatreduktase 
(DHFR) erbrachte eine Untersuchung an Hand zirkulärer Permutation Hinweise für eine 
stabile Raumstruktur derjenigen Domäne mit der kontinuierlichen Peptidsequenz. 
                                                 
†† Mitteilung von Prof. Dr. T. M. Kriegel.  
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Demzufolge wechselt die höchste Domänenstabilität in Abhängigkeit von der willkürlich 
angeordneten N- und C-Termini bei zirkulär permutierten Varianten zwischen der 
Adenosin-bindenden und der schleifenförmigen Domäne von DHFR (103). 
 
 
1.4   Kluyveromyces lactis, ein Modellorganismus 
 
In vergleichenden Studien im Rahmen funktioneller Genforschung in unizellulären und 
höheren Eukaryonten erhält die Crabtree-negative Hefe Kluyveromyces lactis (K. lactis) 
als Modellorganismus schon seit längerem besondere Aufmerksamkeit (34,104-107). 
Während in der Crabtree-positiven Hefe Saccharomyces cerevisiae (37) der glycolytische 
Fluss primär mit der externen Glukosekonzentration korreliert, ist in K. lactis die 
Regulation der Glukoseaufnahme offenbar an die Sauerstoffversorgung gekoppelt 
(104,108,109). Die Sensitivität von K. lactis für eine Glukoserepression ist stark vom 
jeweiligen Stamm abhängig (110,111). So sind glukosereprimierbare Stämme durch die 
Expression eines Glukosetransportergens charakterisiert, während Stämme die ein 
solches Gen offenbar nicht exprimieren, unempfindlich für Glukose sind (112). Der 
molekulare Mechanismus der Glukoserepression in K. lactis ist weitgehend unbekannt, 
jedoch scheint die Expression von Glukosetransportern und die entsprechende 
Glukosetransportkapazität der Zelle von Bedeutung zu sein (109,112,113).  
 
Das Gen RAG5 kodiert das K. lactis-Protein KlHxk1, welches eine 70 %ige Identität mit 
ScHxk1 und eine 73 %ige Aminosäureanalogie mit ScHxk2 aufweist (113). In früheren 
Untersuchungen wurde beobachtet, dass rag5-Mutanten nicht in der Lage waren Glukose 
zu verbrauchen und weder eine Glukokinase- noch eine Fruktokinaseaktivität aufwiesen. 
Dies führte zur Annahme, dass RAG5 die einzige in K. lactis anwesende Hexokinase 
kodiert (113,114). Zusätzlich konnten keine Hinweise auf eine evolutionäre 
Genomduplikation der Klyveromyces lactis Hefe gefunden werden (115). Neuere 
Langzeitwachstumsstudien einer K. lactis rag5-Mutante zeigten jedoch ein langsames 
Wachstum in Gegenwart von Glukose, aber nicht von Fruktose. Die Identifizierung einer 
Glukokinase (KlGlk1) in einem K. lactis-Mutantenstamm (JA6Δrag5R) erbrachte ein 
Sequenzabgleich, der das Vorhandensein mindestens einer Glukokinase in allen 
entschlüsselten Hefegenomen bestätigt (34). Erstaunlicherweise beeinflussen rag5-
Mutationen auch den hoch- und niedrigaffinen Glukosetransport (113,116). Darüber 
hinaus findet sich eine abgeschwächte Glukoserepression bei verschiedenen Enzymen 
(117). Zusätzlich scheint die Kluyveromyces lactis-Hexokinase (KlHxk1, Rag5p) essentiell 
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für die glukoseinduzierte Transkription des niedrigaffinen Glukosetransportergens RAG1 
und des Pyruvatdecarboxylase kodierenden KlPDCA-Gens zu sein (113,118). Ebenso ist 
sie in der Expression der hochaffinen Glukosepermease Hgt1 involviert (116). Wird in vivo 
eine rag5-Mutante mit einem ScHXK2-Gen bzw. eine hxk1 hxk2-Mutante mit dem RAG5-
Gen substituiert, so ergänzen die beiden expremierten Enzyme funktionell die fehlende 
Glukosephosphorylierung in den jeweiligen Hefen. Interessanterweise kommt es jedoch 
durch RAG5 nicht zur Wiederherstellung der Glukoserepression in S. cerevisiae (113). 
 
 
1.5   Ziele  der Arbeit 
 
Hexokinasen katalysieren den ersten Schritt der Glykolyse und spielen in Hefen, Pflanzen 
und Säugern darüber hinaus eine wichtige Rolle in regulatorischen Mechanismen wie der 
Glukoseerkennung und der glukoseabhängigen Signaltransduktion. Aufgrund der 
Aufgaben der Hefehexokinasen in der Katalyse und der Glukoserepression bedarf es 
einer besonderen Beziehung zwischen Struktur und Funktion, dessen Zusammenhänge 
derzeit nur teilweise und damit unzureichend erklärt werden können. Sowohl 
Saccharomyces cerevisiae als auch Kluyveromyces lactis sind geeignete eukaryontische 
Modellorganismen für die Untersuchung der Beziehungen zwischen Proteinbiochemie, 
Genetik und Physiologie. Unter diesem Gesichtspunkt befasst sich die vorliegende Arbeit 
mit der proteinbiochemischen und enzymologischen Charakterisierung der Hexokinasen 
ScHxk2 und KlHxk1 der Hefen Saccharomyces cerevisiae und Kluyveromyces lactis. 
 
Das Protein Hxk2 von Saccharomyces cerevisiae ist ein Zweidomänenprotein mit 
diskontinuierlicher Peptidsequenz. Im Rahmen eines Zufallsbefundes durch die 
Arbeitsgruppe um Prof. Kriegel konnte nach längerer Harnstoffbehandlung der 
Hexokinase 2 eine bemerkenswert hohe Reaktivierung beobachtet werden. 
Darüberhinaus sind Untersuchungen zur Faltung und Stabilität der ScHxk2 begrenzt 
(123,125). Dies soll zum Anlass genommen werden die Stabilität und Faltung des 
Zweidomänenproteins ScHxk2 im ersten Teil der Arbeit mittels spektrometrischer 
Analysen zu untersuchen, sie mit Ergebnissen aus thermodynamischer Analysen (124) in 
Einklang zu bringen und die Ergebnisse mit bekannten Faltungsmechanismen anderer 
Proteine zu vergleichen.  
 
Wird ein Serin-Glutamat-Austausch an der Aminosäure 15 der Hexokinase 2 
vorgenommen, kommt es zu einer konsekutiven in vivo-Phosphorylierung im Enzym an 
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einer noch unbekannten Stelle (52). Der Hinweis auf eine zweite Proteinkinase-
Konsensussequenz (56,79) war Ausgangspunkt für Untersuchungen zum Einfluss einer 
Serin385-Phosphorylierung in ScHxk2 für einen ausgewählten S. cerevisiae-Stamm 
(DFY632/pAV101). Demzufolge zielen die Experimente auf die Bildung neuer 
S. cerevisiae-Stämme, welche nach Ausschaltung des im Genom befindlichen ScHXK2-
Gens sequenzveränderte ScHXK2-Gene über Plasmide exprimieren (pAV101(S385E) 
und pAV101(S385A)). Hierbei soll durch den gezielten Serin-Glutamat- bzw. einen Serin-
Alanin-Austausch an Position 385 zunächst nach Auffälligkeiten im Wachstumsverhalten 
gesucht werden.    
 
Die Crabtree-negative Hefe Kluyveromyces lactis besitzt neben einer Glukokinase 
lediglich eine Hexokinase (34,113), die vermutlich ähnliche regulatorische Eigenschaften 
besitzt wie Hexokinase 2 von S. cerevisiae. Der molekulare Mechanismus der 
Glukoserepression in K. lactis ist noch weitgehend unbekannt. Aus diesem Grund sollen 
grundlegende molekulare und funktionelle Eigenschaften der einzigen in K. lactis 
existierenden Hexokinase untersucht werden. Das betrifft vor allem eine genauere 
Analyse des Zusammenhangs zwischen dem oligomeren Zustand und der katalytischen 
Funktion von KlHxk1. Des Weiteren soll das Inaktivierungsverhalten von ScHxk2 mit 
jenem von KlHxk1 verglichen werden. Die Ergebnisse könnten einen wichtigen Beitrag zur 
Diskussion über deren molekularen Regulationsmechanismen leisten.  
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2   Materialien und Methoden 
 
2.1   Chemikalien, Geräte und Verbrauchsmaterialien 
 
2.1.1   Chemikalien 
 
Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala, SE 
ReproGel Long Read  (Polyamidgelfertiglösung) 
 
Biochemie Bernd Begler, Kleinmachnow, DDR 
Saccharose, z.A. 
 
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
Acrylamid:N,N’-Methylenbisacrylamid (30 % Acrylamid/Bis)  
Ammoniumpersulfat  
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)  
Protein assay, Farbstoffkonzentrat  
SDS-PAGE Standards Low Range 
Silver Stain Plus 
 
Boehringer Mannheim, Mannheim 
Heringsperma-DNA 
 
Carl Roth, Karlsruhe 
Ethidiumbromid 
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS), Ultraqualität  
Xylencyanol FF 
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Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA 
Bacto Agar 
Bacto Casamino Acids 
Bacto D-Galactose 
Bacto Lactose 
Bacto Maltose 
Bacto Peptone 
Bacto Raffinose  
Bacto Tryptone 
Bacto Yeast Extract 
Dextrose  
Difco Yeast Neutrogen Base w/o Amino Acids 
 
Epicentre Technologies, Madison, WI, USA  
SequiTherm EXCEL II Long-Read DNA Sequencing Kit-ALF 
 
Ferak Laborat GmbH, Berlin 
Alkylphenylpolyethylenglycol (Triton X-100 AR)  
β-Mercaptoethanol, 99 %  
 
Fulka Chemie AG, Brucs, CH 
 Kaliumchlorid 
 
ICN-Biomedicals Inc., Aurora, Ohio, USA 
Glycerol, ultrarein  
Glycin, elektrophoretische Qualität 99,5 %  
 Urea, ultrarein 
 
Klinikapotheke des Universitätsklinikums Carl-Gustav-Carus Dresden 
D(+)-Mannose, für biochemische Zwecke, hergestellt nach Merck 
 
Lachema, o.p. Brno zăvod Neratovice, Chemapol Praha, CS 
 Natriumhydroxid, z.A. 
 
Mallinckrodt Backer B.V., Deventer, NL 
Ethanol, 96 % 
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Merck, Darmstadt 
Eisessig, 100% Essigsäure  
2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethansulfonsäure (HEPES)  
 Methanol, z.A. 
Natriumchlorid, 99,5 % z.A. 
Natriumacetat-Trihydrat, z.A. 
 
MWG-Biotech AG, Ebersberg 
Primer 1    5’ –CGT AAA TTG ATC AGA CGT CTT GCT GAA TTG ATT  
   GGT GCT A– 3’ 
Primer 2    5’ –TAG CAC CAA TCA ATT CAG CAA GAC GTC TGA TCA  
   ATT TAC G– 3’ 
Primer 3    5’  –CGT AAA TTG ATC AGA CGT CTA GAG GAA TTG ATT  
  GGT GCT AGA GC– 3’ 
Primer 4    5’ –GCT CTA GCA CCA ATC AAT TCC TCT AGA CGT CTG  
   ATC AAT TTA CG– 3’ 
 
 SeqSense1 5’ –TGC GTT TGG CCT TGA TGG ACA TG– 3’ 
 SeqAnti2 5’ –GGA ACC ATC TTC AGC AGG AAC– 3’ 
 SeqSense3 5’ –CTC CAC ACA TAA TAA GTA CGC– 3’ 
 SeqAnti4 5’ –GAG TAG TTC TCA TAG CAT CTG G– 3’ 
SeqSense5 5’ –CCG TAC CTT TGA CAC CAC TCA ATC– 3’ 
 SeqAnti6 5’ –CCA GTA CCG AAG ATA ACA CCC– 3’ 
 SeqSense7 5’ –GAC ACT ACC GGT ACT TTG GTT GC– 3’ 
 SeqAnti8 5’ –GTG TCC ATG ACG AAA GGC TTG TC– 3’ 
 SeqSense9 5’ –CTC AAA CCT CAC TAG ACG ACT ACC– 3’ 
 SeqAnti10 5’ –CAA ATT AAG TTT AAG CAC CGA TG– 3’ 
Modifikation aller SeqSense- und SeqAnti-Primer:  5’ Cy5‡‡  
 
New England BioLabs Inc., Beverly, USA 
1 kb DNA ladder 
Aat II  
BSA 
BsaH I  
BamH I 
 Pvu I 
                                                 
‡‡
 Fluoreszenzfarbstoff zur Detektion von DNA-Fragmenten. 
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Promega, Mannheim  
 Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol-Gemisch (25:24:1)  
Wizard Plus Maxiprep DNA Purification System 
 Wizard Plus SV Miniprep DNA Purification System 
 
Quiagen, Hilden 
 Plasmid Purification for Quiagen Plasmid Midi Kit  
 
Roche Diagnostics, Mannheim 
Adenosin-5’-triphosphat (ATP)  
Dimethylsulfoxid (DMSO) 
Glukose-6-phosphat-Dehydrogenase (G6P-DH)  
Hexokinase  
NBT/BCIP-Ready-to-use-Tabletten 
 Nicotinsäureamidadenindinukleotidphosphat (NADP) 
 
Roth, Karlsruhe 
 Ammoniumpersulfat (APS) 
 Natriumdodecylsulfat (SDS) 
 
Pharmacia, Uppsala, SE 
Ficoll Typ 400  
 
Sensortechnik Meinsberg, Ziegra-Knobelsdorf 
NBS-Standardpufferlösung 
 
Serva Feinbiochemica, Heidelberg 
Coomassie Brilliant Blue R250 
 
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim 
Agarose 
Albumin aus Rinderserum  98 % 
Ammoniumsulfat  
  Ampicillin, (D[-]-α-Aminobenzylpenicillin)  
Borsäure,  99 % 
Brenztraubensäure (α-Ketopropionsäure, Pyruvat), ≥ 99+ % 
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Bromphenolblau  
Chloroform, spektrometrische Qualität 
D(-)-Fruktose   
D,L-Dithiothreitol, 98 %  
D-Sorbitol, > 98 % 
D(+)-Xylose, 99 % 
Ethylendiaminotetraessigsäure (EDTA) 
Glykogen 
Isopropanol, 99+ %, Wasser  0,05 % 
Kaliumhydroxid, 87,6 % 
Kaliumdihydrogenphosphat, > 99 % 
Kaliumhydrogenphosphat, > 99 % 
Lithiumacetat   
L-Lactat,  98 % 
L-Lysin, > 98 % 
L-Thryptophan 
Lyticase aus Arthrobacter luteus                                       
Magnesiumchlorid, 99,0 % 
Phenol 
Phenylmethylsulfonylfluorid, > 99 %  
Polyethylenglykol (PEG)  
Protaminsulfat  
 α-Toluensulfonylfluorid 
Triethanolamin, > 99,5 % 
Uracil, > 99 % 
 
Stratagene Europe, Amsterdam, NL 
Isopropyl-3-D-thiogalaktosid (IPTG) 
QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit 
StrataPrep Plasmid Miniprep Kit 
X-Gal 
 
 
 
 
 
 22 
 
22 Materialien und Methoden 
2.1.2   Software 
 
AM V3.0 Software  GE Healthcare, München 
DNASTAR Lasergene 7.1        DNASTAR, Inc., Madison, WI, USA 
KaleidaGraph®     Synergy Software, Reading, PA, USA 
Sigma Plot®     Systat Software, Inc., San Jose, CA, USA 
 
 
2.1.3   Plasmide 
 
pAV101  HXK2 in Yep24 (79)     
 
 
2.1.4   Stämme 
 
HB101  supE44 hsdS20 recA13 ara-14 proA2 lacY1 galK2 rpsL20 xyl-5 mtl-1  
    (89) 
DFY632 hxk1::LEU2 hxk2::LEU2 glk1::LEU2 lys1-1 leu2-1 ura3-52   
      (78)  
DFY632/pAV101      (48,79)  
DFY632/pAV101(S385E)    diese Arbeit 
DFY632/pAV101(S385A)    diese Arbeit 
JA6Δrag5R/pTSRAG5     (119)  
 
 
2.1.5   Geräte 
 
AntairBSK Sterilbank  Anthos Labtec Instruments, Siegburg  
Anthos htIII Spektrometer  Anthos Labtec Instruments, Salzburg, AT 
Bidest-Anlage Milli-QUF Plus   Millipore, Eschborn 
Bidest-Anlage Milli-QPLUS PF   Millipore, Eschborn 
Biofuge fresco       Heraeus, Hanau 
BioSequential DX.17 MV bzw. 18 MV Applied Photophysics, Leatherhead, UK  
  Stopped flow Spectrometer   
Biostat ED Typ Fermenter     Braun Diessel Biotech, Melsungen 
Brutschrank     Heraeus, Hanau 
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Centrifuge 5402      Eppendorf, Hamburg  
Centrifuge 5415 C       Eppendorf, Hamburg 
Chromatographieanlage ‚Äkta explorer’ GE Healthcare, München 
Elektrophoresekammer SE 600  Hoefer Scientific Instruments, 
San Francisco, USA 
Elektrische Einheit Power Pac 3000 Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
Eppendorf-Pipetten Research   Eppendorf, Hamburg 
Exmire Microsyringe (10 + 25 µl)  ITO Corporation, Fuji, JP 
Fluoromax-2 und -3    Jobin Yvon /Spex, Grasbrunn 
Innova 4330 Refrigerated    New Brunswick Scientific, Nürtingen 
  Incubator Shaker    
Jasco J-810 Spektropolarimeter  Jasco, Groß-Umstadt 
Küvettenzentrifuge    ITS Thorsten Betzel, Hattersheim 
Mastercycler gradient    Eppendorf, Hamburg  
Mikrolite Syringes (50, 100 + 250 µl) Hamilton Bonaduz , Bonaduz, CH 
Mikroskop Stemi 1000   Carl-Zeiss, Jena 
Mikroskop Will V300     Hund, Wetzlar 
Mini Beadbeater       Biospec Products, Bratesville, OK, USA 
Mini Trans Blot (Elektrophoreseeinheit)  Bio-Rad Laboratories, Hercules CA, USA 
MP 220 pH Meter       Mettler Toledo, Gießen  
2219 Multitemp II Thermostatic  LKB, Bromma, SE 
  circulator  
NanoDrop ND-1000 Spektro-   Nanodrop Technologies, Steinfurt 
  photometer   
*-180 CDF Circular Dichroism  Applied Photophysics, Leatherhead, UK    
  Spectrometer 
Pipetten       Abimed, Langenfeld 
Reax 2000 Vortexer      Heidolph Instruments, Schwabach 
ReproSet       Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, SE 
Sequencer ALF-Express  GE Healthcare, München 
  (automated laser fluorescent sequencer)   
Sigma 3K12 (Laborzentrifuge)  B. Braun Biotech, Melsungen 
Sigma 3K30 (Tischzentrifuge)   B. Braun Biotech, Melsungen 
Sorval RC Refrigerated Superspeed  Kendro, Hanau  
Specord 200       Analytik Jena AG, Jena 
Thermomixer comfort (1,5 + 2 ml)     Eppendorf, Hamburg 
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Ultraspec III UV/Visible Spektro-   Pharmacia LKB Biochrom, Freiburg 
  photometer  
Universal 32R (Zentrifuge)   Hettich, Tuttlingen 
UV-Detektor Genegnome imaging   Synergene, Cambridge, UK 
  system  
UV mini 1240 UV-VIS Spektro-   Shimadzu Deutschland, Duisburg 
  photometer    
Varioklav® Dampfsterilisator     H+P Labortechnik, München 
Vibrogen Cell Mill Vi4    Bühler, Tübingen 
Waagen (fein und grob)    Sartorius AG, Göttingen  
 
 
2.1.6   Säulen 
 
DEAE Sepharose Fast Flow        GE Healthcare, München  
HiLoad 26/10 Q Sepharose  GE Healthcare, München  
  High Performance  
HiLoad 16/60 Säule   GE Healthcare, München 
PD 10  GE Healthcare, München 
Resource Ether  GE Healthcare, München 
Resource ISO   GE Healthcare, München  
Resource Q GE Healthcare, München 
Superdex 75 HR 10/30   GE Healthcare, München 
 
 
2.1.7   Verbrauchsmaterialien  
 
Cryo Vials, steril    Greiner Bio-One, Frickenhausen  
Dialysemembran    Medicall International Ltd., London, UK 
Einmalinjektionskanülen (0,9 x 40 mm) B. Braun Melsungen AG, Melsungen 
Einmalküvetten aus Polystyrol (1,5 ml) Carl Roth, Karlsruhe 
Glasperlen                     Biospec Products, Bratesville, OK, USA 
HybondTM-C Super   GE Healthcare, München 
Mehrzweckgefäß mit Schnappdeckel  Greiner Bio-One, Frickenhausen 
Millex-GV Filter, 0,22 µm, steril   Millipore, Eschborn 
Parafilm “M”   American National Can, Chicago, Illinois, USA 
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Petrischalen 94/16 L.MG.MN.  Greiner Bio-One, Frickenhausen  
Pipettenspitzen    Greiner Bio-One, Frickenhausen 
PP-Test tubes, steril (15 ml + 50 ml)  Greiner Bio-One, Frickenhausen 
Reaktionsgefäße (0,2 - 2 ml)   Eppendorf, Hamburg  
Serologische Pipette (5 - 50 ml)  Greiner Bio-One, Frickenhausen 
Slide-A-Lyzer Cassette  Pierce Chemical Company, Rockford, llinois,   
  USA 
Top Filter, 0,22 µm, GP Express Plus  Millipore, Eschborn 
  Membrane 150 ml 
 
 
2.2   Methoden 
 
2.2.1   Zellkultivierung 
 
2.2.1.1   Langfristige Stammhaltung durch Glycerinkultur 
 
Von jedem Hefe- und E. coli-Stamm wurde zur langfristigen Stammhaltung eine 
Glycerinkultur angelegt. Dies erfolgte durch Schockgefrieren der in 66 %igem Glycerin 
suspendierten Stämme in flüssigem Stickstoff und anschließender Lagerung bei -80 °C.  
 
 
2.2.1.2   Flüssig- und Festmedien 
 
Je nach Versuchsbedingung wurden ausgehend von den Kulturen der kurzfristigen 
Stammhaltung die jeweiligen Hefe- bzw. E. coli-Stämme in Flüssig- oder auf Festmedien 
inkubiert. Die Inkubation der Flüssigmedien erfolgte im Schüttelinkubator (200 U/min), die 
der Festmedien im Brutschrank bei jeweils 30 °C (S. cerevisiae) bzw. 37 °C (E. coli). Alle 
Stämme wurden auf entsprechenden Festmedien nach Anzucht anschließend für maximal 
2 Monate bei 4 °C gelagert. 
  
 YNB-A
+
 Medium (Yeast Nitrogen Base mit 0,2 % Casamino Acids)  
  Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids   6,7 g 
  Casamino Acids   2 g 
                    KOH          1 Pellet 
ggf. Agar   20 g (bei Festmedium)  
Aqua dest.      ad. 0,98 bzw. 0,89 l (siehe Zucker) 
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 Tryptophan       10 ml Stammlösung (2,5 mg/ml) 
  ggf. Uracil          20 ml Stammlösung (2,5 mg/ml) 
  Zucker (Glukose, u.a.)          10 ml bzw. 100 ml Stammlösung (20 %ig)  
 
YP-Gal
+
-Medium (Yeast Extract Pepton mit Galaktose) 
  Yeast Extract               10 g 
  Pepton               20 g 
  Aqua dest.         ad. 0,89 l 
 Tryptophan              10 ml Stammlösung (2,5 mg/ml)  
  ggf. Uracil                20 ml Stammlösung (2,5 mg/ml)  
  Galaktose              100 ml Stammlösung (20 %ig)  
  
 TYE-Medium (Trypton Yeast Extract für E. coli) 
  Bacto Trypton    10 g 
  Yeast Extract        5 g 
NaCl    8 g 
  ggf. Agar   20 g 
ggf. Ampicillin  0,05 g (in erkaltes Medium als Stammlösung.)  
Aqua dest.           ad. 1,0 l   
 
 LB-Medium (Lysogeny broth) 
  Bacto Trypton   10 g 
  Yeast Extract   5 g 
  NaCl    5 g 
  Aqua dest.   ad. 1,0 l 
 
 2x YT-Medium (Abwandlung des LB-Mediums) 
  Bacto Trypton    16 g 
  Yeast Extract    10 g 
  NaCl     5 g 
  Titration des pH-Wertes  auf 7,0 mit NaOH 
  Aqua dest.    ad. 1,0 l 
 
 SD-Medium (Synthetic dropout –Medium oder Minimalmedium) 
  Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids   6,7 g 
  ggf. Agar    20 g 
  Aqua dest.          ad. 0,98 l bzw. 0,89 l 
  Tryptophan               10 ml Stammlösung (2,5 mg/ml) 
  Zucker (Glukose, u.a.)   10 ml bzw. 100 ml Stammlösung (20 %ig) 
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2.2.2   Isolation und Aufreinigung der ScHxk2  
 
Die Hefe DFY632/pAV101 wurde in YNB-A+-Medium mit 2 % Glukose in einem 
Schüttelinkubator (Innova 4330 Refrigerated Incubator Shaker) bei 30 °C unter 
permanenter Sauerstoffzufuhr bis zum Erreichen einer optischen Dichte bei 600 nm 
(OD600) von ca. 2 kultiviert. Nachdem die Hefe in YNB-A
+-Medium mit 2 % Glukose 
gewaschen wurde, erfolgte eine 90-minütige Reinkubation unter identischen 
Bedingungen. Die Hefe wurde anschließend in Yeast Extract Buffer (YEB-Puffer, siehe 
unten) vorgewaschen und nach Zentrifugation in YEB-Puffer entsprechend einer 
Zelldichte von 30 – 35 % (v/v) resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in einer French 
Pressure Cell zweimal einem Druck von 20.000 psi bei 4 °C ausgesetzt. Nach 
Zentrifugation (40.000 x g, 30 min und 4 °C), Behandlung mit Protaminsulfat (0,2 % w/v) 
und erneuter Zentrifugation wurde der Überstand auf eine mit Puffer A äquilibrierte HiLoad 
26/10 Q Sepharose HP Säule überführt. Die Elution der Hexokinase erfolgte mit Puffer A 
zuzüglich 1 M NaCl über einen linearen Gradienten von 0 – 500 mM NaCl. Anschließend 
wurde die Proteinlösung mit festem Ammoniumsulfat präzipitiert (Sättigung 90 %). Das 
zentrifugierte Präzipitat wurde wiederum in Puffer A gelöst, in PD10-Säulen entsalzt, mit 
der HiLoad 26/10 Q Sepharose HP Säule rechromatographiert und die eluierte 
Hexokinase schließlich mit Ammoniumsulfat wie oben beschrieben präzipitiert. Das 
Präzipitat wurde so in Puffer B und C aufgelöst, bis eine Ammoniumsulfatsättigung von 
50 % erreicht wurde. Die Proteinlösung wurde auf eine Resource ISO Säule überführt und 
letztere anschließend mit Puffer C äquilibriert. Die Eluation der ScHxk2 erfolgte durch 
lineare Erniedrigung der Ammoniumsulfatkonzentration (Sättigungsgradient von 50 bis 
12,5 %), durch lineare Zunahme des Anteils an Puffer B. Die Präzipitation erfolgte bei 
90 %iger Ammoniumsulfatsättigung, die Lagerung bis zur weiteren Verwendung 
schließlich bei 2 – 4 °C. Zur Äquilibrierung, Nachreinigung sowie Entsalzung des Enzyms 
wurde dieses unmittelbar vor den Stabilitätsstudien einer letzten Chromatographie an der 
HiLoad 16/60 Säule mit einem 50 mM Kaliumphosphatpuffer bei pH 7,6 unterworfen 
(124).  
 
YEB-Puffer (Yeast Extract Buffer), pH 7,4 
K2HPO4     50 mM    
EDTA     2 mM     
DTT    1 mM  
PMSF    0,5 mM  
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Puffer A, pH 7,4  
TRIS/HCl   20 mM  
EDTA     1 mM  
DTT    1 mM  
PMSF    0,5 mM  
 
 Puffer B, pH 7,4 
K2HPO4     50 mM    
EDTA    1 mM   
DTT    1 mM   
PMSF    0,5 mM 
 
 Puffer C 
  Puffer B mit  50 % Ammoniumsufatsättigung 
 
 
2.2.3   Bestimmung der Proteinkonzentration 
 
2.2.3.1   Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford 
 
Die Bestimmung der Proteinkonzentration in gemischten Proteinlösungen erfolgte unter 
Anwendung der Absorptionsspektrometrie im Mikrotiterplatten- oder Küvettentest in 
Anlehnung an Bradford (120). 50 bzw. 100 µl Probenvolumen wurden mit 200 µl bzw. 1 ml 
Bradfordreagenz versetzt und 20 min bzw. 4 min inkubiert. Die Absorption wurde bei einer 
Wellenlänge von 595 nm am Spektralphotometer Anthos htIII bzw. UV mini gemessen. 
Die Quantifizierung der Proteinkonzentration erfolgte durch einen Vergleich mit einer 
Eichkurve, welche wie oben beschrieben, unter Verwendung von 
Rinderserumalbuminlösung (0,01 bis 0,1 mg/ml in 0,9 %iger NaCl-Lösung) erstellt wurde. 
Höherkonzentrierte Proteinlösungen wurden zur Vermeidung von Extrapolationen mit 0,9 
%iger NaCl-Lösung verdünnt. 
  
Bradfordreagenz:   
  Bio-Rad Protein assay, Fertigreagenz 5 ml   
  Aqua dest.    20 ml    
Lösung filtrieren 
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2.2.3.2   Bestimmung der Proteinkonzentration mittels proteinspezifischer  
              Extinktionskoeffizienten nach Gill und von Hippel  
 
Die Extinktion gereinigter ScHxk2- und KlHxk1-Lösungen wurde spektralphoto-metrisch 
bei 280 nm bestimmt (Specord 200, NanoDrop® ND-1000). Mittels des Lambert-
Beer’schen Gesetzes konnte nach Berechnung des jeweiligen Extinktionskoeffizienten 
nach Gill und von Hippel (121) (43.240 l/mol  cm bzw. 51.490 l/mol  cm  bei 280 nm) 
unter Einbeziehung der DNA-Sequenzen für ScHxk2 und KlHxk1 (31,35) die 
entsprechende Proteinkonzentration ermittelt werden. 
 
 
2.2.4   SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese mit anschließender  
           Visualisierung der Proteinbanden 
Die Auftrennung der Proteine erfolgte nach Laemmli (122) unter Verwendung von 
10 %igem SDS-Polyacrylamidgel. Für den Trennvorgang wurden vertikale Systeme von 
8 x 10 cm (Mini Trans Blot) und 15 x 22 cm (Elektrophoresekammer SE 600) Größe 
verwendet. Dabei wurden die Proteine im Sammelgel je nach System bei 10 mA, 240 V 
bzw. 17 mA, 600 V ortsgerichtet eingeengt, im Trenngel durch Anlegen von 20 bzw. 35 
mA und 240 bzw. 600 V schließlich ortsgerichtet der Größe nach getrennt. Die 
Proteinproben wurden zuvor mit Probenpuffer versetzt und bei 95 °C für 5 min denaturiert. 
Je Probenkammer wurden zwischen 3 und 20 µg Protein aufgetragen.  
  
Trenngel  
Aqua dest.    14,45 ml     
Acrylamid-bisacrylamid (30:0,8)  10,0 ml       
Trenngelpuffer    3,75 ml       
SDS (10 %ig)    0,3 ml          
APS (1,5 %ig)    1,5 ml    
TEMED     0,015 ml     
 
Sammelgel  
Aqua dest.    11,3 ml  
Acrylamid-bisacrylamid (30:0,8)  2,5 ml       
Sammelpuffer     5,0 ml      
SDS (10 %ig)     0,2 ml     
APS (1,5 %ig)     1,0 ml     
TEMED     0,015 ml   
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Trenngelpuffer, pH 8,8 
    TRIS/HCl    3,0 M 
 
Sammelpuffer, pH 6,8 
TRIS/HCl    0,5 M 
 
Probenpuffer (5fach konzentriert)  
Sammelpuffer     15 ml      
  SDS      3 g    
  Glycerin     10 g   
  Bromphenolblau    0,025 g   
  β-Mercaptoethanol    2,5 ml    
  
Elektrophorese-Laufpuffer (10fach konzentriert)  
TRIS/HCl    25 mM   
  Glycin      1,92 mM  
  SDS      1 % (w/v) 
 
Zur Visualisierung der Proteinbanden wurden zunächst die Gele mit Coomassie-Blau 
angefärbt. Nach einer mehrstündigen Entfärbung mittels u.g. Entfärberlösung zeichneten 
sich die Proteine als blaue Banden im farblosen Gel ab.    
 
Coomassie-Färbelösung 
  Coomassie R250  150 mg    
  Methanol   250 ml   
  Eisessig   40 ml    
  Aqua dest.   ad. 500 ml  
  Lösung filtrieren 
 
Entfärbelösung 
  Methanol   100 ml   
  Eisessig   150 ml   
  Aqua dest.   750 ml   
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2.2.5   Enzymaktivitäten 
 
2.2.5.1   Bestimmung der Glukosekinaseaktivität im gekoppelten optischen   
              Test  
 
Die katalytischen Enzymaktivitäten der Hexokinasen (ScHxk2 und KlHxk1) wurden unter 
Anwendung eines gekoppelten optischen Tests, bei dem das Produkt Glukose-6-
phosphat aus der Hexokinasereaktion als Substrat für die Glukose-6-phosphat-
Dehydrogenase diente, bestimmt. Dabei erfolgte die Dokumentation der 
Extinktionszunahme durch Erhöhung der NADPH-Konzentration pro Zeiteinheit (ΔE/min) 
bei 340 nm und 25 °C am Specord 200, nachdem die Reaktion durch Zugabe der 
entsprechenden Hexokinaselösung in Reaktionspuffer gestartet wurde. Die Temperatur 
der Reaktionslösung wurde mit Hilfe eines Kälte- und Wärmeumwälzthermostats  
reguliert. 
 
Reaktionspuffer, pH 7,6 
  Triethanolamin/HCl   50 mM 
MgCl2      10 mM 
Glukose    5 mM 
ATP     0,75 mM 
NADP
+     
0,5 mM 
Glukose-6-phosphat-   2,5 µg/ml 
Dehydrogenase  
 
 
2.2.5.2   Bestimmung der Glukosekinaseaktivität von KlHxk1 mittels  
   Stopped flow-Technik  
                
Die durch Hexokinasen katalysierte Protonenfreisetzung in einer Farbindikator-
gebundenen Versuchslösung beschrieb Golbik et al. (52). Die Experimente wurden im 
Rahmen der vorliegenden Arbeit bei 25 °C mit einem BioSequential DX.18 MV 
Stopped flow-Spektrometer durchgeführt (Spaltgröße der Monochromatoren je 7 mm). Die 
durch p-Nitrophenolat-Protonierung verursachte Abnahme der Absorption bei 400 nm 
wurde bei einer optischen Weglänge von 10 mm dokumentiert. Die Isolation und 
Aufreinigung des Enzyms KlHxk1 erfolgte durch Herrn Dr. Naumann, Universität Leipzig 
(119). KlHxk1 wurde an der Superdex 75 HR 10/30 Säule mit unvollständigem 
Versuchspuffer (Puffer U, s.u.) entsalzt und äquilibriert. Die kinetischen Studien bzw. die 
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Bestimmung der Glukosekinaseaktivität erfolgte durch p-Nitrophenolat-Titration in einem 
vollständigen Puffer (Puffer V), der zusätzlich zu Puffer U unterschiedliche 
Enzymkonzentrationen, 200 µM p-Nitrophenol(at), 5 mM Glukose und 2,0 mM ATP 
enthielt. Die Messung selbst startete durch Mischung zwei gleicher Volumenteile 
Enzymlösung und Puffer U inklusive Substrate. Durch Stopped flow-Titration von Puffer V 
mit HCl bei unterschiedlichen ATP-Konzentrationen konnte die abpuffernde Wirkung des 
Nucleotidsubstrates ermittelt werden. Die entsprechenden Absorptionskoeffizienten von p-
Nitrophenol(at) (Abbildung 4A) ermöglichen die Berechnung der tatsächlichen 
Enzymaktivitäten. Zusätzlich wurde Puffer U mit kommerziell erhältlicher Hefehexokinase 
in einer Konzentration von 1 mg/ml (höchste in dieser Studie verwendete 
Enzymkonzentration) versetzt, welcher ebenfalls mit HCl titriert wurde. Die große 
Ähnlichkeit der beiden korrespondierenden Datensets (Abbildung 4B) lässt auf eine 
vernachlässigbare Rolle des Proteins an der Pufferkapazität des Gesamtversuchssystems 
schließen.  
 
Puffer U, pH 7,4 
  TEA/HCl   4,0 mM  
MgCl2     10 mM 
DTT     1 mM 
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Abbildung 4: Stopped flow-Kalibrierung: Validierung des Farbindikator-gekoppelten 
Glukosekinaseversuches. A: Abhängigkeit des relativen p-Nitrophenol(at)-
Absorptionskoeffizienten von der ATP-Konzentration: Der Puffer V (4,0 mM TEA/HCl, 
10 mM MgCl2, 5,0 mM Glukose, 200 µM p-Nitrophenol(at), ATP wie angegeben) wurde 
mit HCl bei pH 7,4 und 25 °C titriert. ΔA/Δc (1,0 mM-1 H+), welches die Änderung der 
Absorption bei 400 nm nach Zugabe von 1,0 mM H+ anzeigt, wurde anhand der Steigung 
der Regressionsgeraden nach Auftragen der A-Werte (400 nm) gegen die 
Salzsäurekonzentration berechnet. Die A-Werte (400 nm) resultieren aus der Mischung 
von Puffer und Säure. Für die Berechnung der relativen Absorptionskoeffizienten wurden 
die Daten durch eine logarithmische Funktion angepasst und für die Berechnung der 
tatsächlichen Enzymaktivität zu Grunde gelegt. B: Einfluss der Hexokinase auf die p-
Nitrophenolat-Titration: Ein mit 200 µM p-Nitrophenol(at) supplementierter Puffer U 
(4,0 mM TEA/HCl, 10 mM MgCl2) wurde mit HCl bei pH 7,4 und 25 °C in Abwesenheit der 
Hexokinase () und in Anwesenheit von handelsüblicher Hefehexokinase () titriert. Die 
finale Enzymkonzentration betrug 1 mg/ml. Die Regressionsgeraden ergaben sich aus 
den jeweiligen Absorptionswerten bei 400 nm, welche nach Vereinigung von Säure und 
Puffer in Abwesenheit bzw. Anwesenheit von Hexokinase gemessen wurden. 
 
 
2.2.6   Autophosphorylierung-Inaktivierung von KlHxk1 und ScHxk2  
 
Für gereinigte ScHxk2 konnte eine vollständige Inaktivierung und Autophosphorylierung 
während einer Inkubation in vivo mit D-Xylose beobachtet werden. Als Ort der 
Autophosphorylierung wurde Serin158 identifiziert (41). Aufgrund vorliegender 
Sequenzähnlichkeiten der beiden Enzyme KlHxk1 und ScHxk2, soll eine mögliche 
Autophosphorylierung-Inaktivierung für die Hexokinase 1 von K. lactis geprüft werden. 
Hierfür inkubierten sowohl KlHxk1 als auch ScHxk2 wie beschrieben (41) bei einer 
Enzymkonzentration von 167 µg/ml und einer Temperatur von 30 °C in Hepespuffer. Die 
Glukosekinaseaktivität wurde unter Verwendung von Glukose-6-phosphat-
Dehydrogenase als Hilfsenzym gemessen, um den zeitlichen Verlauf der Inaktivierung der 
Glukosekinase darzustellen. Die Messungen der Kontrollen erfolgten in Abwesenheit von 
ATP und D-Xylose. Die resultierenden Hexokinaseaktivitäten der Kontrollen wurden einer 
Aktivität von 100 % gleichgesetzt.   
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Hepespuffer, pH-Wert 7,5 
  Hepes   50 mM 
MgCl2      12 mM  
DTT   1,0 mM 
ATP   4,0 mM 
D-Xylose  100 mM 
 
 
2.2.7   Stabilitäts- und Faltungsstudien 
 
2.2.7.1   Studien zum Faltungsgleichgewicht von ScHxk2  
 
Eine chemische Entfaltung von ScHxk2 konnte durch Fluoreszenzspektroskopie und 
Fern-UV-Zirkulardichroismus (CD) dokumentiert werden. Die intrinsische Fluoreszenz 
wurde nach Anregung bei 280 nm von 295 nm bis 500 nm bei unterschiedlichen 
Harnstoffkonzentrationen am Fluoromax-2 oder am Fluoromax-3 Gerät bei 20 °C 
aufgezeichnet. Die Bandbreite sowohl für die Anregungs- als auch für die Emissions- 
Monochromatoren wurden auf 5 nm gestellt; die Integrationszeit betrug 0,1 bzw. 0,2 s pro 
nm. Alle Messungen wurden in Halbmikroküvetten (10 mm/4 mm) durchgeführt. Bei alle 
Spektren erfolgte eine Korrektur um die Puffer-Basislinie. Zur Dokumentation der 
denaturierungsmittelinduzierten Entfaltungsübergänge wurde die relative Fluoreszens-
intensität bei 320 nm herangezogen. Die finale Proteinkonzentration wurde auf 15 µg/ml in 
20 mM bzw. 50 mM Kaliumphosphatpuffer bei pH 7,6 festgelegt. Die ScHxk2-Spektren 
des Fern-UV-Zirkulardichroismus wurden an einem Jacob J-810 Spektropolarimeter bei 
20 °C aufgezeichnet. In diesen Messungen betrug die finale Proteinkonzentration 
150 µg/ml bzw. 850 µg/ml in 50 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 7,6), die optische 
Weglänge betrug jeweils d = 0,1 cm. Die Aufzeichnung der Spektren erfolgte bei einer 
Abtastrate von 20 nm/min, einer Spaltbreite von 1 nm und bei einer Integrationszeit von 
2 s pro Messpunkt. Für die Darstellung der Entfaltung durch Denaturierungsmittel wurde 
eine Elliptizität von 225 nm gewählt. 
Die harnstoffinduzierte Entfaltung von ScHxk2 zeigte einen biphasigen Übergang. Durch 
das Programm Sigma Plot® konnte das Zweizustandsmodell an den zweiten Übergang 
angepasst werden, in welchen das zentrale Intermediat (I) und der ungefaltete Zustand 
(U) vorliegen. Die Werte für [D]50% (Konzentration des Denaturierungsmittels beim 
jeweiligen Übergangsmittelpunkt) und G0 (freie Energie für Entfaltung in Abwesenheit 
vom Denaturierungsmittel) wurde durch die lineare Extrapolationsmethode unter 
Verwendung der Gleichungen 6 - 8 bestimmt.  
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GA→B = ΔG
0
A→B – m ∙ [D]          (6) 
 
GA→B = – RT ∙ ln KA/B         (7) 
 
KA/B =  (XA – X)           (8) 
(X – XB)       
 
GA→B entspricht der freien Entfaltungsenergie zwischen zwei Zuständen bei einer 
gegebenen Konzentration des Denaturierungsmittels [D]. m entspricht dem Anstieg in der 
graphischen Darstellung, XA ist der Wert vom entsprechenden optischen Signal 
(Fluoreszenz F320 nm bei 320 nm oder Eliptizität Θ225 bei 225 nm) des initialen 
Faltungszustandes des Proteins. XB entspricht dem finalen Faltungszustandes des 
Proteins, während X sich auf das Protein bei einer gegebenen Konzentration des 
Denaturierungsmittels im zugehörigen Übergang bezieht. KA/B stellt das Gleich-
gewichtsverhältnis der jeweiligen Proteinspezies bei angegebener Konzentration des 
Denaturierungsmittels dar, T die absolute Temperatur und R die Gaskonstante.  
Die Bewertung des Gleichgewichts setzt eine Extrapolation der Basislinien in der 
Übergangsregion sowohl vor als auch nach Entfaltung voraus. Zur Anpassung eines 
Übergangs in der Denaturierungskurve von ScHxk2 wurde Gleichung 9 unter 
Berücksichtigung der Achsenabschnitte (nA, nB) und der Anstiege (mA, mB) der jeweiligen 
Ordnung vor und nach Entfaltung angewandt. 
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2.2.7.2   Faltungskinetiken 
 
Die Faltungsreaktionen konnten durch einen Sprung von nativen zu entfalteten Zuständen 
oder umgekehrt in Anwesenheit verschiedener finaler Konzentrationen des 
Denaturungsmittels eingeleitet werden. Hierfür wurden die Fluoreszenzänderungen mit 
einem BioSequential DX.17 MV Stopped flow-Spektrometer gemessen. Die Aufzeichnung 
der Änderung der integralen Fluoreszenz > 315 nm bzw. > 320 nm (cut off-Filter) erfolgte 
nach einer Anregung bei 280 nm und 20 ºC. Für jede Messreihe wurde die 
Photomultiplierspannung neu eingestellt. Die Proteinkonzentration betrug 100 µg/ml. 
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Die Fern-UV-CD-Messungen erfolgten bei 220 nm und 20 °C unter Verwendung eines 
π* - 180 CDF Zirkulardichroismusspektrometers. Die Spaltbreite betrug 2 nm, die optische 
Weglänge 2 mm. Die finale Proteinkonzentration von ScHxk2 im 50 mM 
Kaliumphosphatpuffer, pH 7,6 betrug 0,13 mg/ml (2,5 µM). Für die Rückfaltungs-
experimente wurde das Protein sowohl bei 3 M (Intermediatszustand), als auch bei 6 M 
Harnstoff (ungefalteter Zustand) für einige Stunden chemisch entfaltet. Durch eine 
zweifache, sechsfache, oder 11-fache Verdünnung der Lösung, welche ungefaltete 
ScHxk2 enthielt, wurde die Rückfaltung initiiert.  
 
 
2.2.7.3   Reaktivierungskinetiken 
 
Nach Umpufferung von ScHxk2 in einen Kaliumphosphatpuffer erfolgte die Denaturierung 
der Enzymlösungen durch eine 1:9 Verdünnung in 7 M bzw. 3 M Harnstofflösung für 
mindestens 20 min bei 25 °C.  
 
Kaliumphosphatpuffer, pH 7,6 
  Kaliumphosphat   50 mM 
  DTT     1 mM 
 
Harnstoffstammlösung, pH 7,6 
 Kaliumphosphat   50 mM 
 Harnstoff    7,875 M bzw. 3,375 M 
 
Zur Renaturierung bzw. Reaktivierung wurden die denaturierten Enzyme in jeweils einen 
der drei Reaktivierungspuffer in einem Verhältnis von 1:70 verdünnt. Beginnend mit der 
Zugabe der Denaturierungsansätze zu den jeweiligen Reaktivierungspuffern erfolgte die 
Bestimmung der Enzymaktivität als Funktion der Zeit im gekoppelten optischen Test. Die 
Reaktivierung der beiden Enzyme wurde bei 25, 15 und 10 °C dokumentiert, die 
Proteinendkonzentration lag jeweils bei 0,054 μM. Die Puffer- und Substrat-
konzentrationen der mitgeführten Kontrollen entsprachen denen der Denaturierungs-
ansätze, jedoch enthielten sie keinen Harnstoff. Die erhaltenen Hexokinaseaktivitäten der 
Kontrollen wurden einer Aktivität von 100 % gleichgesetzt. 
 
Reaktivierungspuffer ohne Substrat 
 50 mM KH2PO4 Puffer mit 1 mM DTT 
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Reaktivierungspuffer mit ATP und Glukose  
50 mM KH2PO4 Puffer mit 1 mM DTT,  0,75 mM ATP,  5 mM Glukose  
 
Reaktivierungspuffer mit ATP, Glukose und MgCl2   
50 mM KH2PO4 Puffer mit 1 mM DTT, 0,75 mM ATP,  5 mM Glukose,  
10 mM MgCl2  
 
Die Auswertung der Daten erfolgte über das Modell der Kinetik erster Ordnng (siehe 
Gleichung 10). 
 
 tbeay  1                                                                                                                (10) 
 
Dabei entspricht a der oberen Schranke der Reaktivierungsreakion, b ist der Parameter 
der Reaktionsgeschwindigkeit und t  die Zeit. Bei Einbeziehung des Faktors Temperatur 
werden a und b ersetzt durch: 
 
CCBasis aaaa   1015                                                                                                   (10a) 
 
CCBasis bbbb   1015                (10b) 
 
Bei Einbeziehung der Faktoren Temperatur und Substrat werden a und b ersetzt durch: 
 
NGMgNGCCBasis aaaaaa   1015                                                                             (10c) 
 
NGMgNGCCBasis bbbbbb   1015                                                                               (10d) 
 
Der Basiswert entspricht hier 25 °C ohne Substratzugabe. Zu beachten ist: Ca 15  
beschreibt die Änderung zwischen 15 °C und 25 °C, Ca 10  die Änderung zwischen 15 °C 
und 10 °C, die Veränderung zwischen 25 °C und 10 °C wird also durch CC aa   1015  
beschrieben. Für die Variablen des Substrates beziehen sich beide Werte NGa  und NGMga  
hingegen auf eine mögliche Änderung gegenüber den Versuchen ohne Substrat. Zur 
Prüfung der Güte des angenommenen Modells soll ein F-Test dienen. Folgende 
F-Teststatistik wird für den Vergleich zweier Modelle M1 und M2 berechnet: 
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S. cerevisiae             
pAV101,       
pAV101/HXK2(S385A), 
pAV101/HXK2(S385E)  
E. coli                       
pAV101,       
pAV101/HXK2(S385A), 
pAV101/HXK2(S385E)  
T 
M T 
E. coli              
pAV101/HXK2(S385A), 
pAV101/HXK2(S385E)  
I + S 
T 
I  
I + S 
pAV101 
2
2
12
21
pn
RSS
pp
RSSRSS
F



                               (11) 
 
1RSS  und 2RSS  stehen für die Quadratsummen der Residuen, 1p  und 2p  für die Anzahl 
der Parameter der Modelle und n  entspricht dem Stichprobenumfang. Unter der 
Annahme der Nullhypothese, dass M2 die Daten nicht signifikant besser erklärt als M1, 
hat der Prüfwert F eine F-Verteilung mit ( 212 , pnpp  ) Freiheitsgraden. Der F-Wert soll 
auf einem Signifikanzniveau von 5 % geprüft werden.  
 
 
2.2.8   Molekularbiologische Methoden 
 
Ein mögliches zweites in der Hexokinase 2 befindliche Proteinkinase A-Konsensus-motiv 
(Arg382-Arg-Leu-Ser385) (56,78,79) und eine damit verbundene Phosphorylierung von 
Serin385 war Anlass für weitere Untersuchungen. Ausgangspunkt der 
molekularbiologischer Arbeiten war DFY632 (hxk1::LEU2 hxk2::LEU2 glk1::LEU2 lys1-1 
leu2-1 ura3-52), eine Tripelmutante für Glukosekinasen von S. cerevisiae, welches das 
Hexokinase 2-exprimierende Plasmid pAV101 trägt. Abbildung 5 zeigt die Reihenfolge 
durchgeführter Arbeiten zur nachweislichen Konstruktion von DFY632-Hefestämmen, 
welche über das Plasmid pAV101 zur Expression der Enzyme ScHxk2(S385E) und 
ScHxk2(S385A) befähigt sind. 
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Abbildung 5: Übersicht der molekularbiologischen Vorgehensweise zur Herstellung und 
Verifizierung des mutierten Plasmids pAV101. Das Plasmid pAV101 wurde durch 
ortsgerichtete Mutagenese (M) in der Nucleinsäuresequenz des ScHXK2-Gens verändert 
und in den E. coli-Stamm HB101 transfiziert (T). Zur Verifizierung der erfolgreichen 
Mutagenese mussten die jeweils neu entstandenen Plasmide isoliert (I), sequenziert (S) 
und schließlich in den gewünschten Hefestamm DFY632 transformiert werden. Eine 
erneute Isolation und Sequenzierung der ursprünglichen und mutierten pAV101-Plasmide 
aus E. coli wurden als Kontrolle für die Mutations- und Transfektion herangezogen.  
 
 
2.2.8.1   Isolierung von Plasmid-DNA  
 
Bei der Isolierung der nativen Plasmid-DNA pAV101 kamen sowohl der Kits Wizard Plus 
und der QIAGEN plasmid purification kit, gemäß Herstellerangaben zur Anwendung. 
 
 
2.2.8.2   Quantitative und qualitative DNA-Bestimmung 
 
Basierend auf den Absorptionsmaxima der Nukleinsäuren bei 260 nm konnten die 
Konzentrationen doppelsträngiger DNA spektrometrisch bestimmt werden. Nach 
Sambrook et al. (123) besitzt eine Lösung mit 50 µg/ml doppelsträngiger DNA, gemessen 
in einer Quarzküvette mit 1 cm optischer Schichtdicke, eine OD260 von 1. Die Reinheit der 
DNA wurde mit Hilfe des Verhältnisses zwischen der Absorption der zu bestimmenden 
Lösungen bei 260 nm und der Absorption bei 280 nm abgeschätzt. Hierbei ist bei einem 
Verhältnis OD260/OD280 von 1,8 von einer reinen DNA-Lösung auszugehen. Für 
Anwendungen mit isolierter DNA sollte das Verhältnis > 1,5 betragen.  
 
 
2.2.8.3   Restriktionsspaltung von Plasmid-DNA 
 
Die Restriktionsspaltung des Plasmides pAV101 setzt bekannte und geeignete 
Restriktionsschnittstellen voraus (Bam HI, Bsa HI, Pvu I, siehe auch unter 2.2.8.5). Ein 
10 µl Restriktionsansatz enthielt 1 µg Plasmid-DNA (pAV101), 1 µl der geeigneten 
Endonuclease, 1 µl des jeweiligen zum Restriktionsenzym gehörigen Puffers (10x 
Konzentrate, New England BioLabs®Inc) sowie je nach Restriktionsenzym ggf. 1 µl BSA 
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(1:10 Verdünnung eines 100x Konzentrats, New England BioLabs®Inc). Der 
Restriktionsansatz wurde über eine Stunde im Thermomixer bei 37 °C inkubiert.  
 
 
2.2.8.4   Agarosegel-Elektrophorese 
 
Zur Auftrennung der Plasmide pAV101 im Agarosegel wurden 0,8 %ige, 0,9 %ige sowie 
1 %ige horizontale Agarosegele verwendet. Zu jeweils 10 µl der durch 
Restriktionsspaltung vorbehandelten Plasmide (siehe 2.2.8.3.) und zum Standard (1 kb 
DNA ladder) wurden 2 µl 6x Ladepuffer pipettiert und auf die Agarosegele aufgetragen. 
Die Probenauftrennung erfolgte mittels 0,5x TRIS-Borat-EDTA-Puffer (TBE-Puffer) bei 
einer Spannung von 130 V. Durch die Interkalation der Ethidiumbromidmoleküle zwischen 
die Basenpaare der DNA-Helix, erfolgte die Visualisierung der Banden mittels UV-
Fluoreszenz.  
 
1 %iges Agarose-Gel (Midigel) 
 Agarose   2 g     
  0,5x TBE-Puffer  200 ml     
Ethidiumbromid (10 mg/ml)  4 µl 
 
 5x TBE Puffer (TRIS-Borat-EDTA Puffer), pH 8,0 
     TRIS/HCl   54 g 
  Borsäure   27,5 g 
  EDTA (0,5 M)   20 ml 
Aqua dest.   ad. 1 l  
 
6x Ladungspuffer 
  Bromphenolblau  25 mg 
  Xylencyanol FF   25 mg 
Ficoll 400   1,5 g 
Aqua dest.    ad. 10 ml 
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2.2.8.5   Ortsgerichtete Mutagenese 
 
Die ortsgerichtete Mutagenese, die durch Einführung von Punktmutationen sowohl die 
Integration neuer Restriktionsschnittstellen in ScHXK2 als auch den Austausch einzelner 
Aminosäuren im ScHxk2-Protein ermöglicht, wurde mit dem QuikChange® site-directed 
mutagenesis kit unter Verwendung kommerzieller Primer in Anlehnung an die jeweiligen 
Herstellerangaben durchgeführt (Abb. 6 und 7).    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 6: Schematische Darstellung der ortsgerichteten Mutagenese. Nach 
Aufreinigung der Plasmide werden der forward-Primer und der reverse-Primer 
zugegeben, welche an ihren jeweiligen korrespondierenden Genorten binden. Der 
gesamte Vektor wird während des Temperaturzyklus amplifiziert. Die parentalen Plasmide 
werden mit dem Restriktionsenzym DpnI verdaut, welches ausschließlich methylierte DNA 
abbaut. Die amplifizierten Plasmide werden in XL1 Blue supercompetent cells eingebracht 
und die Zellen auf Selektivmedium expandiert.  
 
 
 
 
 
Tag 1 
Tag 2 
natives Plasmid mit Hexokinasegen                                               (modifiziert nach                    
mutagenetischer Primer                           Stratagene Europe) 
Plasmid mit veränderter Nukleotidsequens                         
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A 
 
 
 
 
   5’ CAAGAACGTAAATTGATCAGACGTTTATCTGAATTGATTGGTGCTAGAGCTGCTAGA 3’ 
 
            CGTAAATTGATCAGACGTCTAGAGGAATTGATTGGTGCTAGAGC 
 
   3’ GTTCTTGCATTTAACTAGTCTGCAAATAGACTTAACTAACCACGATCTCGACGATCT 5’ 
 
      GlnGluArgLysLeuIleArgArgLeuSerGluLeuIleGlyAlaArgAlaAlaArg 
      GlnGluArgLysLeuIleArgArgLeuGluGluLeuIleGlyAlaArgAlaAlaArg 
 
 
 
 
B 
 
 
 
 
   5’ CAAGAACGTAAATTGATCAGACGTTTATCTGAATTGATTGGTGCTAGAGCTGCTAGA 3’ 
 
            CGTAAATTGATCAGACGTCTTGCTGAATTGATTGGTGCTAGAGC 
 
   3’ GTTCTTGCATTTAACTAGTCTGCAAATAGACTTAACTAACCACGATCTCGACGATCT 5’ 
 
      GlnGluArgLysLeuIleArgArgLeuSerGluLeuIleGlyAlaArgAlaAlaArg 
      GlnGluArgLysLeuIleArgArgLeuAlaGluLeuIleGlyAlaArgAlaAlaArg 
 
 
Abbildung 7: Darstellung der Primerbindung an der korrespondierenden DNA-Sequenz.  
A: Mutagener Primer für einen Austausch Ser→Glu in ScHxk2. In Zeile a) sind alle im 
Primerbereich befindlichen Restriktionsschnittstellen in ScHXK2 aufgelistet. Die durch 
Punktmutation eingebrachten neuen Schnittstellen sind blau markiert.  In Zeile b) ist die 
native Nukleinsäuresequenz in 5´→3´-Richtung dargestellt. Zeile c) zeigt die 
Primersequenz mit eingebauter Punktmutation (blau). Die native Nukleinsäuresequenz in 
3´→5´-Richtung ist in Zeile d) dargestellt. Die Zeilen e) und f) spiegeln die 
Aminosäureabfolge in HXK2 wieder, welche an Position 385 ein Serin (vor Mutation) bzw. 
ein Glutamat (nach Mutation) kodiert. B: Mutagener Primer für einen Austausch Ser→Ala 
in Hxk2. Erklärung zu Zeilen a) bis e) siehe oben. Zeile f) spiegelt die neue 
Aminosäureabfolge in HXK2 wieder, welche an Position 385 ein Alanin kodiert.  
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Tabelle 2: Programmparameter zur Mutagenese von pAV101. 
Schritt Anzahl der Zyklus Temperatur Zeit 
1 1 95 °C 30 s 
2 35 
95 °C 30 s 
45 °C 1 min 
68 °C 18 min 
3 1 37 °C unbegrenzt 
  
Abweichend von den Protokollangaben der Firma Stratagene erfolgte nach Verdau der 
parentalen Plasmid-DNA eine Entsalzung der Plasmidlösung. Dafür wurde der DNA 1 µl 
Glykogen (20 µg/µl) und dem Ansatz entsprechend zwei Volumenanteile -20 °C kaltes 
absolutes Ethanol zugegeben. Innerhalb der folgenden zwei Stunden kam es bei –20 °C 
Inkubationstemperatur zur Ausfällung der DNA. Die Fällungsansätze wurden 
anschließend 20 min bei 4 °C und 16.000 x g zentrifugiert. Die Pellets wurden mit –20 °C 
kaltem 70 %igem Ethanol gewaschen und erneut 20 min bei 4 °C und 16.000 x g 
zentrifugiert. Die Plasmid-DNA konnte nun mit Zugabe von 5 µl autoklaviertem Aqua dest. 
durch leichtes Schwenken und 5-minütiger Inkubation bei 37 °C gelöst werden, um im 
weiteren Protokollverlauf fortzufahren.  
 
 
2.2.8.6   Amplifizierung von Plasmid-DNA mit anschließender  
   automatisierter Sequenzierung  
 
Zur Verifizierung der erfolgreichen ortsgerichteten Mutagenese erfolgte anschließend die 
Sequenzierung der veränderten Hexkokinasegene als auch der nativen ScHXK2 unter 
Verwendung des SequiTherm EXCELTM II Long-ReadTM DNA Sequencing Kit-ALFTM für 
automatisierte Sequenzierung nach dem Protokoll von Epicentre Technologies unter 
Verwendung  kommerzieller Primer. 
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Tabelle 3: Programmparameter Mastercycler gradient.  
       (Deckelheizung 105 °C  1 °C, Gradient = 0 °C) 
Schritt Temperatur  Geschwindigkeit  Zeit in min 
1 94.0 °C  1.0 °C/s 4:30  
2 95.0 °C  1.0 °C/s 0:30  
3 50.0 °C  1.0 °C/s 0:20  
4 70.0 °C  1.0 °C/s 1:00  
5 30 mal zurück zu Schritt 2     
6 72.0 °C  1.0 °C/s 4:00  
7 Halten bei 4 °C 
 
Zur Herstellung des Gels diente ReproGelTM Long Read in Kombination mit dem 
ReproSet. Die Sequenzierung wurde unter Verwendung des Sequencer ALF-Express 
durchgeführt.  
 
 
2.2.8.7   Herstellung kompetenter E. coli-Zellen 
 
Kompetente Zellen sind durch eine Vorbehandlung mit bestimmten Methoden für in 
Lösung befindliche DNA aufnahmefähig. An dieser Stelle wurde zur Herstellung 
kompetenter Zellen vom Stamms HB 101 eine so genannte Ein-Schritt-Präparation 
vorgenommen. 10 ml LB-Medium ohne Ampicillin wurden mit einer Kolonie des E. coli 
Stammes beimpft und über Nacht im Schüttelinkubator bei 37 °C und 200 U/min kultiviert. 
1 ml der E. coli-Suspension wurde verwendet um 100 ml 2x YT Medium zu beimpfen. 
Dieses inkubierte wie genannt, bis das Zellwachstum eine OD600 von 0,5 erreicht hatte. 
Nach Zentrifugation der Kultur (10 min bei 4 °C und 1.400 x g) wurde das Zellpellet in 
10 ml eiskaltem TSS resuspendiert, je 100 µl der erhaltenen Suspension in vorgekühlte 
Eppendorfgefäße aliquotiert und sofort in flüssigem Stickstoff tiefgefroren. Bis zur 
Verwendung der kompetenten HB 101-Zellen lagerten diese bei -80 °C.   
 
 TSS – transformation and storage solution, pH 6,5 
  LB-Medium ohne Ampicillin (autoklaviert) 90 ml 
 MgCl2 (1 M, autoklaviert)   5 ml  
 DMSO       5 ml  
 PEG 4000     10 g  
  steril filtrieren 
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2.2.8.8   Lithiumacetatvermittelte Transformation in S. cerevisiae  
 
Der Hefestamm DFY632 wurde in einer Vorkultur mindestens 1 Tag in YP-Gal+-Medium 
mit 2 % Galaktose (siehe unter Medien) bei 30 °C und einer Frequenz von 200 U/min im 
Inkubator bei permanenter Luftzufuhr geschüttelt. Diese Vorkultur wurde im Verhältnis 
1:1000 in weiteren 50 ml YP-Gal+-Medium mit 2 % Galaktose verdünnt, unter identischen 
Bedingungen 16 h kultiviert und anschließend die OD600 notiert,  welche etwa zwischen 1 
und 2 liegen sollte. 50 ml der Hefe-Suspension wurde zentrifugiert, das Hefepellet 
zunächst in 10 ml sterilem bidestilierten Wasser gewaschen und anschließend in 10 ml 
LITE umgepuffert. Der Hefeansatz inkubierte unter Luftzufuhr bei 25 °C und leichtem 
Schwenken für 45 min. Nach Zentrifugation erfolgte die Resuspension des Hefepellets in 
LITE. Hierfür wurde die OD600 des Vormittages als Volumenvorgabe (ml) an 
Resuspensionslösung verwendet (z.B. OD600 =1 entspricht 1 ml LITE).  
Folgende Komponenten konnten nun vereint werden: 100 µl der frisch hergestellten 
kompetenten Hefezellsuspension, 5 – 35 µl Plasmid-DNA-Lösung (entsprach ca. 5 µg 
Plasmid-DNA) sowie 10 µl Heringssperma-DNA (10 mg/ml). Alles zusammen inkubierte 
90 min bei 25 °C im Thermomixer. Der Vorgang wurde nach 30 min unterbrochen, um je 
700 µl PEG-LITE zuzufügen. Nachdem die Hefezellen einem 5-minütigem Hitzeschock 
bei 42 °C ausgesetzt wurden, erfolgte das zweimalige Waschen der Zellpellets in 0,5 ml 
bzw. 0,2 ml TE-Puffer. Die ca. 200 µl Hefesuspensionen wurden auf 
Selektivmediumplatten (YNB-A+-Medium mit Agar) mit 2 % Glukose ausgestrichen und 
bei 30 °C im Wärmeblock kultiviert, wonach bei erfolgreicher Transformation der Plasmid-
DNA in DFY632 nach wenigen Tagen ein Hefewachstum zu beobachten war.  
 
 LITE, pH 7,5   
  Lithiumacetat   0,1 M 
  TRIS/HCl   10 mM     
  EDTA    1 mM       
  
 PEG-LITE, pH 7,5  
PEG       40 % 
Lithiumacetat    0,1 M  
TRIS/HCl   10 mM  
  EDTA    1 mM  
 
TE-Puffer, pH 7,5  
TRIS/HCl    10 mM     
  EDTA    1 mM  
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2.2.8.9   10-Minuten-Plasmidpräparation aus S. cerevisiae mit  
              anschließender Plasmidtransformation in E. coli 
 
Die zur Plasmidtransformation vorgesehenen Hefekulturen von S. cerevisiae inkubierten 
über Nacht in 5 ml YNB-A+-Medium (s.u. 2.2.1.2.) mit 2 % Glukose bei 30 °C und 
200 U/min im Airshaker. Nach Zentrifugation wurden diese in je 1 ml YNB-A+-Medium 
inklusive 2 % Glukose resuspendiert und ein weiteres Mal bei 16.000 x g für 2 min 
zentrifugiert. Es folgte das Dekantieren des Überstands bis auf ein minimales 
Residualvolumen von ca. 80 µl, in welchem die Pellets resuspendiert wurden. Den 
Hefesuspensionen wurden je 0,2 ml einer 2 %igen Triton X100-, 1 %igen SDS-, 100 mM 
NaCl-, 10 mM TRIS/HCl-, 1 mM EDTA-Lösung, 0,2 ml eines 
Phenol:Chlorophorm:Isoamylalkohol-Gemisches (25:24:1) sowie 0,3 g Ethanol-
gewaschene Glasperlen (Ø 1 mm) zugegeben. Für die Freisetzung der Plasmide wurden 
die Ansätze zweimal 80 s. im Mini Beadbeater verwirbelt (zwischenzeitliche kurze 
Lagerung auf Eis) und nachfolgend 2 min bei 16.000 x g zentrifugiert. Durch Zugabe von 
4 µl der wässrigen Phase aus den Hefeaufschlüssen zu je 100 µl kompetenter E. coli-
Zellen (HB 101) erfolgte die Übertragung der Plasmide.  Die E. coli-Suspension wurde 
kurz geschwenkt und anschließend für 2 min bei 42 °C temperiert. Nach dem Hitzeschock 
erfolgte ein sofortiges Abkühlen der Zellen auf Eis. Bei 37 °C wurden den Ansätzen 600 µl 
einer 42 °C warmen NYZ+-Broth-Mediums (s.u. 2.2.1.2.) zugegeben und diese 1 h bei 
37 °C und 300 U/min im Thermomixer zur Regeneration inkubiert. Die Kultivierung der 
Zellen erfolgte über Nacht auf TYE-Agarplatten mit 50 µg/ml Ampicillin in einem 
Brutschrank bei 37 °C.   
 
 
2.2.8.10   Plasmid-Midipräparation aus S. cerevisiae mit anschließender  
 Plasmidtransformation in E. coli 
 
Die Durchführung der Plasmid-Midipräparation aus Hefe erfolgte mittels des Quiagen 
Plasmid Purification for Quiagen Plasmid Midi Kits in Anlehnung an das 
Herstellerprotokoll. Zunächst erfolgte jedoch nach einer ca. 17-stündigen Kultivierung der 
Hefezellen in YNB-A+-Medium mit 2 % Glukose eine dreiminütige Zentrifugation der 
Suspension bei 1.800 x g. Die Hefepellets wurden in 600 µl SET-Puffer resuspendiert und 
zur Herstellung der Sphäroblasten jeweils weitere 50 µl einer Lyticase-Lösung 
zugegeben. Nach einer 45-minütigen Inkubation bei 30 °C wurde die Hefe für 5 min bei 
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1.300 x g zentrifugiert und die Pellets mit 250 µl des P1-Puffers aus dem verwendeten Kit 
resuspendiert. Die weitere Präparation erfolgte nach Herstellerangaben.  
Die am Ende der Präparation in getrockneter Form vorliegende Pellets wurde in 30 µl TE-
Puffer gelöst. Nach Zugabe von je 10 µl dieser Plasmid-DNA-Lösungen zu je 100 µl 
kompetenter E. coli-Zellsuspension (HB101) erfolgte bei 42 °C für 2 min ein Hitzeschock 
und anschließend das sofortige Abkühlen der E. coli-Suspensionen auf Eis. Bei 37 °C 
wurden den Ansätzen 550 µl einer 42 °C warmen NYZ+-Broth-Medium (siehe unter 
Medien) zugegeben und für 1 h bei 37 °C und 300 U/min im Thermomixer zur 
Regeneration inkubiert. Die Kultivierung der Zellen erfolgte über Nacht auf TYE-
Agarplatten mit 50 µg/ml Ampicillin (siehe 2.2.1.2.)  in einen Brutschrank bei 37 °C.   
 
SET-Puffer, pH 8,0  
TRIS/HCl    25 mM     
  Sorbitol    1 M      
  EDTA     100 mM   
 
Lyticase-Lösung, pH 7,5 
  TRIS/HCl   25 mM       
  EDTA    10 mM       
  Lyticase   12.500 U/ml  
  β-Mercaptoethanol  1 µl/ml Lyticase-Lösung       
  
TE-Puffer (TRIS-EDTA-Puffer), pH 7,8  
  TRIS/HCl   10 mM 
  EDTA    1 mM    
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3   Ergebnisse 
 
3.1   Stabilität und Faltung des Zweidomänenproteins ScHxk2  
        mit diskontinuierlichen Domänen 
 
3.1.1   Enzymreinigung von ScHxk2 
 
Die Isolierung und Aufreinigung des Enzyms ScHxk2 erfolgte aus dem Stamm 
DFY632/pAV101 von S. cerevisiae (48,79). Dabei induziert das Multicopy-Plasmide bei 
Kultivierung in 2 % glukosehaltigem Medium eine 8- bis 10-fache Überexpression der 
Enzyme (79). Die SDS-PAGE zeigte nach einem French Pressure Cell-Aufschluss, einer 
Protaminsulfatfällung, einer Ionenaustauschchromatograpie unter Verwendung der 
HiLoad Q Sepharose mit nachfolgender Rechromatographie sowie einem hydrophoben 
Interaktionsschritt an der Resource ISO 1 ml Säule eine adäquate Aufreinigung von 
ScHxk2 mit je einer einzelnen Proteinbande, welche jeweils einem Molekulargewicht von 
~ 54 kDa entspricht (Abbildung 8). Die spezifische katalytische Aktivität betrug an dieser 
Stelle 320 U/mg. Für kleinere, auf der SDS-PAGE zuerkennende Unreinheiten, diente die 
Gelchromatographie (HiLoad 16/60-Säule) neben der Entsalzung und Equilibrierung der 
Enzymlösungen für die Stabilitäts- und Faltungsstudien gleichzeitig zur abschließenden 
Aufreinigung der Proben. Mittels Elektrospray-Ionisationsmassenspektrometrie bestätigte 
sich das Molekulargewicht von 53.810 Da mit einer Genauigkeit von 0,01% (119).   
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Abbildung 8: SDS-PAGE der aus zytosolischen Extrakten aufgereinigten Hexokinase 2 
des S. cerevisiae-Stammes DFY632/pAV101. Die Proteinprobe wurden in einem 
10 %igen Trenngel durch SDS-PAGE aufgetrennt. Die Spur 1 entspricht dem low range 
Mr Standard. Spur 2 eluierte von der HiLoad 16/60-Säule. 
 
Der mit Hilfe von Reaktionspuffern unterschiedlicher pH-Werte im gekoppelten optischen 
Test erhaltene Werteverlauf ist in Abbildung 9 gezeigt. Die Daten von ScHxk2 weisen 
maximale Aktivitätsbereiche für die Glukosekinaseaktivität bei einem pH-Wert von 7,6 bis 
9 sowie 7,4 bis 8,4 auf. Dabei liegt das Aktivitätsmaximum des Hilfsenzyms Glukose-6-
phosphat-Dehydrogenase bei einem pH-Wert zwischen rund 8,3 - 8,8.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 9: Abhängigkeit der Enzymaktivität vom pH-Wert. Die Bestimmung der 
Hexokinaseaktivitäten erfolgte bei 25 °C unter Verwendung von Reaktionspuffern (50 mM 
Triethanolamin/HCl, 10 mM MgCl2,  5 mM Glukose,  0,75 mM  ATP, 0,5 mM NADP
+ sowie 
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2,5 µg/ml Glukose-6-phosphat-Dehydrogenase) variabler pH-Werte im gekoppelten 
optischen Test. Die schwarzen Kreise entsprechen den normierten Enzymaktivitäten von 
ScHxk2. Die für das Hilfsenzym Glukose-6-phosphat-Dehydrogenase (, normierte 
Aktivität) verwendeten Reaktionspuffer unterschiedlicher pH-Werte zur Bestimmung der 
Glukose-6-phosphat-Dehydrogenaseaktivität enthielten neben 50 mM Triethanolamin/HCl 
10 mM MgCl2, 0,5 mM NADP
+ und 0,75 mM Glukose-6-phosphat.  
 
Nach Umpufferung von ScHxk2 in einen Triethanolamin/HCl-Puffer pH 7,4 wurde die 
Enzymkonzentration in der Enzymstammlösung auf 0,42 mg/ml eingestellt. Es folgte eine 
Verdünnung (1:153) der Stammlösung mit Triethanolamin/HCl-Puffern unterschiedlicher 
pH-Werte (pH 5 bis pH 10). Die Bestimmung der Hexokinaseaktivitäten erfolgte unter 
Verwendung von Reaktionspuffern unterschiedlicher pH-Werte (6,2 bis 9,2; siehe 
Bestimmung der Glukosekinaseaktivität im gekoppelten optischen Test, 2.2.5.1.). Auch für 
das kommerziell erhältliche Hilfsenzym Glukose-6-phosphat-Dehydrogenase wurde unter 
den beschrieben Versuchs- und pH-Bedingungen das pH-Optimum bestimmt. Die jeweils 
verwendeten Reaktionspuffer unterschiedlicher pH-Werte (pH 5,1 bis pH 9,4) zur 
Bestimmung der Glukose-6-phosphat-Dehydrogenaseaktivität enthielten neben 50 mM 
Triethanolamin/HCl, 10 mM MgCl2 und 0,5 mM NADP
+ lediglich noch 0,75 mM Glukose-6-
phosphat. 
 
Triethanolamin/HCl-Puffer, pH 5-10 
  Triethanolamin/HCl   50 mM 
  MgCl2     10 mM 
DTT     1 mM 
 
 
3.1.2   Gleichgewichtsdenaturierung der Hexokinase 2 von S. cerevisiae 
 
Die Hexokinase 2 von Saccharomyces cerevisiae ist ein Protein von 53.811 Da (32).  In 
Abhängigkeit von Proteinkonzentration, Substraten, Kofaktoren und von der Art des 
Denaturierungsmittels liegt es in einem entsprechenden Monomer- / Dimergleichgewicht 
vor (52). Unter den Bedingungen  innerhalb dieser Arbeit lag ScHxk2, sofern nicht anders 
angegeben, als Monomer vor. Das Enzym besteht aus zwei Domänen, bei dem jede aus 
diskontinuierlichen Peptidsequenzen zusammengesetzt ist, ganz im Gegensatz zu vielen 
Zweidomänenproteinen für molekulare Modelle in bisherigen Proteinfaltungsstudien. Die 
große Domäne, welche aus 12 α-Helices und einer 5-strängigen β-Faltblattstruktur 
besteht, umfasst die Aminosäuren 1 – 76 und 212 – 455, während die kleine α/β-Domäne 
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durch die Reste 77 – 211 und 456 – 486 gebildet wird (Abbildung 22) (124). Die 
Zweidomänenstruktur von ScHxk2 spiegelt sich in ihrer Stabilität wider. Die durch 
Fluoreszenz gemessene, reversible harnstoffinduzierte Entfaltung offenbart einen 
zweistufigen Übergang mit einem zentralen Intermediat, welches bei 3 – 4 M Harnstoff 
populiert wird (Abbildung 10). 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 10: Entfaltungsübergänge von ScHxk2. Das Protein wurde bei 20 °C über 
Nacht in 50 mM Kaliumphosphat bei pH 7,6, in Gegenwart verschiedener 
Harstoffkonzentrationen inkubiert. Durch Dokumentation der Enzymaktivität (finale 
Proteinkonzentration 2,73 µg/ml, graue Kreise), Fluoreszenz (finale Proteinkonzentration 
15 µg/ml, Anregung bei 280 nm, Emission bei 320 nm) in der Anwesenheit von 5 mM 
Glukose (graue Quadrate) und in der Abwesenheit von Glukose (schwarze Dreiecke), 
Fern-UV-CD bei 225 nm (finale Proteinkonzentration 150 µg/ml,  und dem Integral über 
das Spektrum zwischen 210 nm und 250 nm, ) wurden die strukturellen Übergänge 
analysiert. Der zweite Übergang (3,5 M – 8 M Harnstoff) wurde gemäß eines 
Zweizustandsmodells ausgewertet und ergab sowohl für die Fluoreszenz- als auch für die 
CD-Messungen G0 = -21,9 ± 2,3 kJ/mol. 
 
Der Mittelpunkt des ersten Übergangs liegt bei 1,6 M Harnstoff, der zweite Mittelpunkt bei 
4,6 M Harnstoff. Ein zweistufiger Übergang wurde auch durch Fern-UV-
Zirkulardichroismus beobachtet (Abbildung 10). Das entsprechende Spektrum des 
populierten Intermediates zeigte nur 40 % des nativen Proteinsignals, was eine 
Denaturierung von wesentlichen strukturellen Elementen von ScHxk2 andeutet. Der 
zweite Übergang, der zu einer kompletten Enzymentfaltung führt, war sowohl in der 
Fluoreszenz als auch in den CD-Analysen identisch. In Hinblick auf den entfalteten 
Harnstoff (M) 
N
o
rm
ie
rt
e
s
 S
ig
n
a
l 
 52 
 
Ergebnisse 52 
Zustand wurde die thermodynamische Stabilität des betreffenden zentralen Intermediates 
auf ∆G0 = -21,9 ± 2,3 kJ/mol berechnet. Der Anstieg am Wendepunkt der zugehörigen 
Transitionskurve wurde mit einem m von 13,2 +/- 0,9 kJ/mol  M charakterisiert. Im 
Gegensatz dazu, zeigten die zwei angewendeten spektroskopischen Techniken bei 
niedrigen Harnstoffkonzentrationen verschiedene Strukturübergänge auf, welche auf ein 
zusätzliches Intermediat schließen lassen. Dieses zusätzliche Intermediat ist durch einen 
hohen Gehalt an Sekundärstruktur und einem bedeutenden Verlust an Tertiärkontakten 
charakterisiert, weist aber eine geringere Stabilität als das populierte zentrale Intermediat 
auf. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass die harnstoffinduzierte Inaktivierung von 
ScHxk2 noch kurz vor der durch Fluoreszenzanalysen nachweisbaren, strukturellen 
Veränderung stattfindet (Abbildung 10). 
Gemäß der Stabilität von ScHxk2 bei chemischer Denaturierung - wie  durch 
Aktivitätsmessungen gezeigt – führt die Gegenwart von Glukosesubstrat zu einer 
geringfügigen Destabilisierung des Proteins. Der erste Entfaltungsübergang des Enzyms 
in Anwesenheit von 5 mM Glukose entspricht den Ergebnissen der  jeweiligen 
Aktivitätsmessungen (Abbildung 10). Dieses Ergebnis verdeutlicht, dass die durch 
Substratbindung (Glukose) induzierten Konformationsänderungen von ScHxk2 zu einer 
Destabilisierung des Proteins führen, welche das gesamte Protein betreffen. Im 
Gegensatz zum Übergang vom Nativzustand zum Intermediat, wurde der zweite 
Übergang vom Intermediat zum vollständig denaturierten Protein nicht durch Glukose 
beeinflusst. Demzufolge bindet das zentrale Intermediat offenbar nicht das 
Zuckersubstrat. 
Diese Daten lassen ein komplexes Denaturierungsverhalten vom Protein Hexokinase 
während des ersten Übergangs erkennen. Zusammenfassend, weist das allgemeine 
Faltungs- bzw. Entfaltungsgleichgewicht auf ein System, indem sich der native Zustand 
(N) mittels eines komplexen strukturellen Prozesses wie in Schema 1 illustriert, zu einem 
stabilen, enzymatisch inaktiven, zentralen Intermediat (I) entfaltet. 
 
          N                                                              I                                 U              (12) 
 
 
     1. Übergang       2. Übergang 
 
 
Das zentrale Intermediat wird in Gegenwart von 3,5 – 4 M Harnstoff quantitativ populiert, 
während es sich bei höheren Konzentrationen des Denaturierungsmittels im 
Gleichgewicht mit dem vollständig entfalteten Zustand (U) befindet. 
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3.1.3   Faltungskinetik von ScHxk2 
 
Die ScHxk2-Denaturierung unterliegt einem komplexen Gleichgewichtsübergang. Dieser 
lässt sich durch die Kinetiken der Faltung und Entfaltung beschreiben. Die Abbildungen 
11A,B zeigen beispielsweise verschiedene Faltungs- und Entfaltungsreaktionen, wie sie 
durch Stopped flow-CD gemessen wurden. Die volle Amplitude der Faltung bzw. der 
Entfaltung konnte entweder durch Verdünnung des denaturierten Enzyms (6 M Harnstoff) 
mit denaturierungsmittelfreiem Puffer oder nativem Protein (0 M Harnstoff) in 6,6 M 
Harnstofflösung erhalten werden. In den Faltungs- und Entfaltungsmessungen wurden 
verschiedene Phasen beobachtet. Die schnellste(n) Faltungs- bzw. 
Entfaltungsreaktion(en) konnten jedoch durch die Stopped flow-Technik (Verzögerung 
~ 1 ms) nicht aufgelöst werden. Hingegen wurden zwei verbleibende Phasen 
nachgewiesen, die sowohl in der Faltung als auch in der Entfaltung vorhanden sind. 
Überraschenderweise erfolgte die Faltung bzw. Entfaltung des thermodynamisch 
populierten zentralen Intermediates bei Wechsel zwischen denaturiertem (6,0 M 
Harnstoff) und intermediärem Zustand (3 M Harnstoff) nicht nur mit einer kinetischen 
Reaktion. Sie zeigten ein komplexeres Verhalten. Mindestens zwei Phasen konnten 
beobachtet werden, dabei lag eine dieser Phasen unterhalb des zeitlichen 
Auflösungauflösungsvermögens der Stopped flow-CD-Messungen. Die Faltungs- bzw. 
Entfaltungsamplitude des zentralen Intermediates betrug etwa 50 % von der allgemeinen 
Faltungs- bzw. Entfaltungsreaktionsamplitude und entsprach den jeweiligen Amplituden 
der Gleichgewichtsmessungen (siehe Abbildung 10). Diese Ergebnisse zeigen deutlich, 
dass das thermodynamisch dokumentierte, zentrale Intermediat kinetisch sowohl in der 
Faltungs- als auch in der  Entfaltungsreaktion populiert wird.  
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Abbildung 11: Faltungskinetiken von ScHxk2 bestimmt durch Fern-UV-CD und 
intrinsischer Fluoreszenz. Das Enzym wurde bei 20 °C in 50 mM Kaliumphosphatpuffer 
bei pH 7,6 in Abwesenheit und Anwesenheit vom Denaturierungsmittel inkubiert. Durch 
Springen zu verschiedenen Konzentrationen des Denaturierungsmittels wurden, wie in 
den Abbildungen dargestellt, die Faltungsreaktionen gestartet. A und B) Die Änderungen 
im Fern-UV-CD-Signal wurden während der Entfaltung oder der Rückfaltung bei 220 nm 
und bei einer optischen Weglänge von 2 mm durch eine Stopped flow-Einheit 
aufgezeichnet. Die finale Proteinkonzentration betrug 0,13 mg/ml. N, I, U bezeichnen den 
nativen, den zentralen intermediären sowie den entfalteten Zustand. C) Der Chevron Plot 
wurde anhand der Geschwindigkeitskonstanten der jeweiligen Faltungsphasen bei 
verschiedenen Konzentrationen des Denaturierungsmittels durch die Verlaufskurven der 
intrinsischen Fluoreszenzänderungen nach Anregung bei 280 nm, bei einer Emission von 
320 nm und bei einer Proteinkonzentration von 15 µg/ml ermittelt. Die Rückfaltung () 
startete entweder ausgehend von 7 M Harnstoff (entfalteter Zustand) oder von 3,5 M 
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Harnstoff (zentrales Intermediat). Die Entfaltung wurde für den nativen Zustand beginnend 
bei 0 M Harnstoff () oder für das zentrale Intermediat beginnend bei 3,5 M Harnstoff () 
dokumentiert. 
 
 
3.1.4   Spektroskopische Charakterisierung des Intermediates von ScHxk2 
 
Die Gegenüberstellung der CD-Spektren von nativer versus intermediär oder  denaturiert 
strukturierter ScHxk2 (Abbildung 10, 12A) lässt auf entscheidende 
Konformationsänderungen beim Übergang vom Nativzustand zum zentralen Intermediat 
schließen. Um diese Konformationsänderungen der Denaturierung beiden oder aber einer 
bestimmten einzelnen ScHxk2-Domäne zuzuordnen, wurde das Enzym durch 
Fluoreszenz analysiert und mit Daten aus der eindimensionale 1H NMR Spektroskopie 
(124) ergänzend verglichen (siehe Disskussion). 
ScHxk2 enthält 4 Trp- und 16 Tyr-Reste, welche asymmetrisch innerhalb des Proteins 
verteilt sind. Die große Domäne enthält 1 Trp und 13 Tyr, während 2 Trp und 3 Tyr-Reste 
in der kleinen α/β-Domäne enthalten sind. Wie in Abbildung 22 gezeigt, ist ein weiterer 
Trp-Rest in der Schnittstelle zwischen den zwei Domänen lokalisiert. Die 
Fluoreszenzspektren des nativen, denaturierten und des zentralen Intermediatszustandes 
von ScHxk2 zeigen eine bemerkenswerte Beziehung zueinander. Im Verlauf vom nativen 
zum zentralen Intermediatszustand wurde ein großer Abfall der Fluoreszenzintensität 
detektiert, während nur eine geringfügige Änderung der maximalen Emissionswellenlänge 
beobachtet wurde (Abbildung 12B). Für das gemessene Signal zur maximalen 
Emissionswellenlänge ist die unmittelbare molekulare Mikroumgebung der Tryptophane 
entscheidend. Somit lässt die genannte Beobachtung auf eine nur kleine Änderung der 
Polarität in der Mikroumgebung dieser Tryptophane in diesem Schritt schließen. Im 
zweiten Übergang vom zentralen Intermediat zum entfalteten Zustand änderte sich die 
Amplitute des intrinsischen Fluoreszenzsignals jedoch nicht weiter. Hingegen zeigte der 
zweite Übergang eine große Änderung der maximalen Emissionswellenlänge, welches 
eine Lösungsmittelexposition aller Tryptophane vermuten lässt (Abbildung 12B). 
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Abbildung 12: Spektrometrische Eigenschaften von ScHxk2 bei unterschiedlichen 
Harnstoffkonzentrationen. ScHxk2 wurde bei 20 °C, in 50 mM Kaliumphosphat bei pH 7,6 
in Abwesenheit vom Denaturierungsmittel () und in Anwesenheit von 3,5 M () und 6 M 
Harnstoff (gepunktet) inkubiert. A) Fern-UV-CD-Spektren wurden bei einer 
Proteinkonzentration von 850 µg/ml unter Verwendung einer Küvetten mit einer optischer 
Weglänge von 0,1 mm aufgezeichnet. B) Die Fluoreszenzspektren wurden bei Anregung 
von 280 nm und einer Proteinkonzentration von 15 µg/ml gemessen. 
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3.1.5   Reaktivierungskinetik der Hexokinase 2 von S. cerevisiae  
 
ScHxk2 ist - wie an Hand des gekoppelten optischen Tests am Specord 200 gezeigt 
werden konnte - in der Lage, ausgehend vom vollständig entfalteten, inaktiven Zustand in 
den aktiven gefalteten Zustand zurückzukehren. Um einen eventuellen 
Temperatureinfluss bzw. Substrateinfluss zu prüfen, wurden die Parameter der 
verschiednen gemessenen Modelle mit einer Kinetik erster Ordnung geschätzt. Zunächst 
erfolgte unter Verwendung des F-Tests ein erster Vergleich der Modelle (globales Modell 
versus temperaturabhängige Modelle bzw. temperaturabhängige versus temperatur- und 
substratabhängige Modelle, für 3 M und 7 M Harnstoff). Als Ergebnis der F-Tests für 
sämtliche Vergleiche ergab sich ein p-Wert von 0 (zw. 10-7 und 10-80). Aufgrund der 
Erkenntnis aus vorherigen Messungen, bei denen ScHxk2 in einem 3 M Harnstoffpuffer 
keine Enzymaktivität aufwies, wurden alle Modelle anhand dieser Voraussetzung 
berechnet (siehe Tabelle 4). Eine bessere Kurvenanpassung an die Datenpunkte konnte 
unter Vernachlässigung der oben erwähnten Prämisse (Nullpunkt der Kurve zum 
Zeitpunkt Null) erzielt werden, was aber keine grundsätzlich neuen Erkenntnisse 
bezüglich der Datenauswertung erbringt. Für die Interpretation der Schätzwerte aller 
Parameter fanden die Standardfehler und die 95 %-Konfidenzintervalle Berücksichtigung. 
Die Messungen am Specord 200 offenbarten, dass unabhängig von einer Reaktivierung 
der vollständig denaturierten ScHxk2 oder dessen zentralen Intermediates durch eine 
Abnahme der Temperatur von 25 °C auf 15 °C bzw. 10 °C von einer signifikant 
verringerten Reaktivierungsgeschwindigkeit auszugehen ist und zumindest für eine 
deutlich von 25 °C nach unten abweichende Temperatur (hier 10 °C) eine sich signifikant 
veringernde maximale Reaktivierung angegeben wird. Die Daten zeigten eine maximale 
Ausbeute  an  aktiver Hexokinase 2 ausgehend vom entfalteten Zustand von rund 65 %, 
welche durch eine Rückfaltung ausgehend vom zentralen Intermediat auf rund 80 % 
erhöht werden konnte. Gleichzeitig erhöhte sich hierbei auch die entsprechende 
Reaktivierungsgeschwindigkeit deutlich (Abbildung 13A und C, Tabelle 4).  Unabhängig 
davon, ob neben ATP und Glukose auch MgCl2 den Reaktivierungsansätzen zugesetzt 
wurde, zeigte sich immer eine signifikante Erhöhung des Reaktivierungsnivaus um 
durchschnittlich 9 % (Abbildung 13B und D, Tabelle 4).  
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Tabelle 4: Parameterschätzungen für die Reaktivierungskinetiken der ScHxk2. Entsprechend dem 
Modell  der Kinetik erster Ordnung erfolgte die Schätzung der einzelnen Parameter, bei denen a  
die obere Aktivitätsgrenze der Reaktivierung und b  den Parameter der Reaktivierungsge-
schwindigkeit anzeigt. Ferner entspricht SE dem Standardfehler (standard error), CI dem 95 %-
Konfidenzintervall (confidence interval), NG der Reaktivierung von ScHxk2 bei Anwesenheit von 
0,75 mM des Nukleotids ATP sowie 5 mM des Zuckersubstrates Glukose und NGMg steht für 
0,75 mM ATP, 5 mM Glukose sowie 10 mM MgCl2. Die Daten stammen jeweils aus dem Vergleich 
des Basismodells (25 °C, ohne Substrat) mit den Substratmodellen (NG, NGMg) bzw. mit dem 
Temperaturmodell 15 °C, welches wiederum zum Vergleich mit dem Temperaturmodell 10 °C 
herangezogen wurde.  
 Reaktivierung ausgehend von 7M Harnstoff 
   CI 
Parameter Schätzwert SE Untere Grenze Obere Grenze 
a (25 °C) 65,161 0,751 63,684 66,637 
a (15 °C) 0,414 0,964 -1,483 2,311 
a (10 °C) -2,21 1,048 -4,279 -0,155 
a (NG) 11,245 0,903 9,468 13,022 
a (NGMg) 8,559 0,895 6,799 10,319 
b (25 °C) 0,483 0,018 0,447 0,518 
b (15 °C) -0,242 0,019 -0,279 -0,206 
b (10 °C) -0,072 0,009 -0,090 -0,055 
b (NG) -0,068 0,010 -0,087 -0,049 
b (NGMg) -0,045 0,010 -0,066 -0,025 
 Reaktivierung ausgehend von 3 M Harnstoff 
   CI 
Parameter  Schätzwert SE Untere Grenze Obere Grenze 
a (25 °C) 80,326 1,035 78,292 82,360 
a (15 °C) -2,462 1,168 -4,759 -0,166 
a (10 °C) -6,305 1,250 -8,763 -3,847 
a (NG) 7,531 1,221 5,131 9,930 
a (NGMg) 9,008 1,164 6,720 11,297 
b (25 °C) 0,708 0,039 0,631 0,785 
b (15 °C) -0,347 0,038 -0,422 -0,272 
b (10 °C) -0,091 0,018 -0,127 -0,055 
b (NG) -0,124 0,023 -0,169 -0,078 
b (NGMg) 0,032 0,029 -0,026 0,089 
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Abbildung 13: Reaktivierung der Hexokinase 2. ScHxk2 wurde für mind. 20 min bei 
Raumtemperatur in einem 50 mM Kaliumphosphatpuffer mit 1 mM DTT bei einem pH-
Wert von 7,6 bei 7 M Harnstoff (A und B) sowie 3 M Harnstoff (C und D) inkubiert. Dabei 
ist in A) und C) die Reaktivierung bei 25 °C (), 15 °C () und 10 °C () ohne 
zusätzliche Effektoren gezeigt, während in B) und D) die Rückfaltung des Enzyms einmal 
ohne zusätzliche Effektoren (), in Gegenwart von 0,75 mM ATP, 5 mM Glukose () 
bzw. 0,75 mM ATP, 5 mM Glukose und 10 mM MgCl2 () stattfand. Die jeweiligen 
Verlaufskurven nach Kinetik erster Ordnung zur Rückfaltung der Hexokinase 2 sind für 
() mit einer schwarzen Kurve, für () mit einer gestrichelten Kurve und für () mit einer 
grauen Kurve angezeigt. Zur Dokumentation der Reaktivierung wurde eine zeitabhängige  
Enzymaktivitätsbestimmung von Hexokinase 2 unter Anwendung eines gekoppelten 
optischen Tests genuzt, deren Extinktionszunahme durch Erhöhung der NADPH-
Konzentration pro Zeiteinheit (ΔE/min) bei 340 nm und 25 °C gemessen wurde, nachdem 
die Reaktion durch Zugabe der entsprechenden Hexokinaselösung in Reaktionspuffer, pH 
7,6 (50 mM Triethanolamin/HCl, 10 mM MgCl2, 5 mM Glukose, 0,75 mM ATP, 0,5 mM 
NADP+, 2,5 µg/ml Glukose-6-phosphat-Dehydrogenase) gestartet wurde. Den Kontrollen 
fehlte eine vorherige Harnstoffinkubation. Ihre normierte Restaktivität entsprach 100 %. 
 
0 
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EcoR I, 2241 
Cla I, 2266 
3.2   Bedeutung von Serin385 der Hexokinase 2 von S. cerevisiae 
 
3.2.1   Mutation von Hexokinase 2 von S. cerevisiae an Serin385 
 
Nach Simulation einer Serin15-Phosphorylierung durch einen Serin-Glutamataustausch an 
der Aminosäureposition 15 von ScHxk2 kommt es darauf folgend zu einer Anregung der 
Autophosphorylierung an bislang unbekannter Lokalisation im Enzym (52). Spekulativ 
könnte zum einen Serin158 hierbei der Ort für die genannte ATP-abhängige 
Autophosphorylierung darstellen (52) oder ein mögliches zweites in der Hexokinase 2 von 
S. cerevisiae befindliche Proteinkinase A-Konsensusmotiv (Arg382-Arg-Leu-Ser385) 
(56,78,79). Die Untersuchungen innerhalb der vorliegenden Arbeit richten sich auf die 
mögliche Phosphorylierung von Serin385. Aus dem Stamm DFY632/pAV101 wurde das 
Plasmid pAV101 (Abbildung 14), welches in multi copy-Form vorliegt, isoliert, die Sequenz 
im Hexokinasegen an Aminosäureposition 385 mittels ortsgerichteter Mutagenese 
modifiziert und das Plasmid mit veränderter Nukleotidsequenz in den Stamm DFY632 
transfiziert (Abbildung 5).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 14: Plasmid pAV101 mit ScHXK2. Dargestellt ist das Plasmid pAV101, 
welches für die Mutation von ScHXK2 verwendet wurde (79). ORI entspricht dem Origin of 
Replication als Startpunkt der Verdopplung der Plasmid-DNA. Ap und Tc enthalten die 
Selektionsmarker für die Ampizillin- bzw. Tetrazyklinresistenz. 2 micron circle DNA enthält 
4197, Kpn I 
 5983, Pvu II 
pAV101 
8277 bp 
Ap 
ORI 
HXK2 Tc’ 
URA3 
2 micron  
circle DNA 
Nde I, 2411 
Sam I, 3378 
Nhe I, 3638 
BamH I, 3784 
5784, Xba I 
6214, Nde I 
7399, BgI I 
EcoR I, 1 
Nde I, 339 
Xba I, 703 
4233, BstE II 
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Regulationssequenzen für eine hohe Kopienzahl (10 - 40 pro Zelle). URA3 entspricht dem 
Selektionsmarker für Uracil. HXK2 ist das Gen der Hexokinase 2 von Saccharomyces 
cerevisie. 
 
Für die ortsgerichtete Mutagenese wurden Punktmutationen konstruiert, welche einen 
Aminosäureaustausch von Serin385 zu Alanin385 beziehungsweise zu Glutamat385 
verursachten. Die zur Verifizierung der ortsgerichteten Mutagenese durchgeführte 
Sequenzierung zeigt im Wildtyp-Enzym keinerlei Aminosäureabweichungen im Vergleich 
zu den Daten aus der Swissprot Datenbank (32). Neben der Sequenzierung der 
Nukleotidsequenzen (Abbildung 15) für die mutierten Enzyme dienten hilfestellend auch 
die während der Mutagenese neu eingebrachten Restriktionsschnittstellen als Nachweis 
einer erfolgreichen Mutation (Abbildung 16).  
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Abbildung 15: Nukleotidsequenzausschnitte von ScHXK2, ScHXK2(S385E) und 
ScHXK2(S385A). Die Abbildungen A bis C repräsentieren den nach Amplifizierung des 
Hexokinasegens vorgefundene Nukleodidsequenzen. Die Pfeile markieren die Positionen 
des Nukleotidaustauschs.  T, G, C und A entsprechen den Nukleobasen Thymin, Guanin, 
Cytosin und Adenin. Die Bezifferung entspricht den Nukleotidpositionen im 
Hexokinasegen. A) Ausschnitt des Wildtyp-Hexokinasegens B) Ausschnitt des 
Glutamat385-Hexokinasegens C) Ausschnitt des Alanin385-Hexokinasegens.  
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Abbildung 16: Restriktionsverdau der Plasmide pAV101, pAV101(S385A) sowie 
pAV101(S385E). Die genannten Plasmide (≈ 8300 bp) wurden einem Restriktionsverdau 
mit den entsprechenden Restriktionsenzymen unterworfen, die entstanden Fragmente in 
einem 0,8 %igem Agarosegel aufgetrennt. Spur 1 entspricht der 1 kb DNA ladder. Spuren 
2 und 3 zeigen pAV101(S385A) verdaut mit Aat II bzw. BsaH I. Spuren 4 und 5 
entsprechen den mit Aat II bzw. BsaH I verdauten Plasmid pAV101(S385E). Spuren 6 und 
7 entsprechen den mit Aat II bzw. BsaH I verdauten Plasmid pAV101. Spur 8 zeigt 
pAV101 unverdaut. Das unveränderte Plasmid pAV101 enthält eine Restriktionsschnitt-
stelle für Aat II und zwei für BsaH I. Durch die Sequenzveränderung mittels ortsgerichteter 
Mutagenese wurden jeweils eine weitere Aat II- und eine BsaH I- Schnittstelle 
eingebracht. Ein durch BsaH I entstandenes ca. 380 bp großes Fragment ist technisch 
bedingt in dieser Abbildung leider nicht erkennbar.  
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3.2.2   Wachstumsverhalten Plasmid-veränderter Stämme von  
           Saccharomyces cerevisiae 
 
Die Hefe DFY632/pAV101 (48,79) wurde zusammen mit den während der 
molekulargenetischen Arbeiten neu konstruierten Mutantenstämmen 
DFY632/pAV101(S385A) und DFY632/pAV101(S385E) bezüglich ihres Wachstums-
verhaltens beobachtet. Für die Wachstumsanalysen wurden die mit verschiedenen 
Kohlenhydratquellen angereicherten Fest- und Flüssigmedien aus YNB-A+- und SD-
Medium verwendet. Dabei sind signifikante Unterschiede zwischen den Stämmen 
während des Wachstums auf YNB-A+- und SD-Agarnährböden mit den jeweiligen 
Kohlenhydratquellen nicht nachweisbar. Auf Festmedium konnte eine nur moderate 
Zunahme der Koloniedurchmesser in Gegenwart von Laktat/Glyzerol (je 1 %), Pyruvat 
(2 %) und 0,1 % Glukose beobachtet werden, während sich wie vermutet bei je 2 % 
Glukose bzw. Galaktose, Mannose, Maltose oder Fruktose im Nährmedium ein deutliches 
Koloniewachstum abzeichnete. Es zeigt sich weiterhin ein nur sehr geringes Wachstum 
von S. cerevisiae in Gegenwart von 2 % Ethanol. Ein vergleichbares Koloniewachstum ist 
auf Agarnährböden ohne darin enthaltene Kohlenhydrate zu beobachten (nicht alle 
Primärdaten gezeigt, Abbildungen 17, 18). Auch in YNB-A+- bzw. SD-Flüssigmedien 
kommt es durch das Substrat Ethanol zu einer deutlich verlangsamten Vermehrung aller 
Stämme. Des Weiteren zeigen die untersuchten Stämme in Abhängigkeit des 
Kohlenhydratangebotes in YNB-A+- bzw. SD-Flüssigmedium untereinander keine 
Unterschiede in ihren Verdopplungszeiten (Tabelle 5). Insgesamt betrachtet präsentiert 
sich auf Grund des unterschiedlichen Nährstoffangebotes ein signifikant schnelleres 
Wachstum der S. cerevisiae-Stämme auf bzw. in YNB-A+-Medien im Vergleich zu 
SD-Medien (Abbildungen 17 und 18, Tabelle 5). 
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Abbildung 17: Wachstumskurven von DFY632/pAV101, DFY632/pAV101(S385A) und 
DFY632/pAV1001(S385E) auf YNB-A+-Festmedium. A-C) Die schwarzen Kreise 
entsprechen dem Stamm DFY632/pAV101, die weißen Kreise dem Kontroll 
DFY632/pAV101, die schwarzen Dreiecke DFY632/pAV101(S385A), die weißen Dreiecke 
DFY632/pAV101(S385E). Die Hefestämme wuchsen bei 37 °C. A) YNB-A+-Medium mit 
2 % Glukose. B) YNB-A+-Medium mit 0,1 % Glukose. C) YNB-A+-Medium mit 2 % 
Ethanol.  
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Abbildung 18: Wachstumskurven von DFY632/pAV101, DFY632/pAV101(S385A) und 
DFY632/pAV1001(S385E) auf SD-Festmedium. A-C) Die schwarzen Kreise entsprechen 
dem Stamm DFY632/pAV101, die weißen Kreise dem Kontrollstamm DFY632/pAV101, 
die schwarzen Dreiecke DFY632/pAV101(S385A), die weißen Dreiecke 
DFY632/pAV101(S385E). Die Hefestämme wuchsen bei 37 °C. A) SD-Medium mit 2 % 
Glukose. B) SD-Medium mit 0,1 % Glukose. C) SD-Medium mit 2 % Ethanol.  
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3.3    Enzymologische Eigenschaften der Hexokinase 1 von           
         K. lactis 
 
3.3.1   Stopped flow-Analysen der Glukosekinaseaktivität von KlHxk1 
 
Vorangegangene Sedimentationsanalysen zu KlHxk1 belegten den Einfluss der 
Enzymkonzentration auf das oligomere Verhalten der Hexokinase. Gleichermaßen üben 
Produkt und Substrat einen Einfluss auf die oligomere Stabilität aus (119). Daher wurde 
der Zusammenhang zwischen dem oligomeren Zustand und der katalytischen Funktion 
von KlHxk1 durch Beschreibungen der Kinetiken ATP-abhängiger 
Glukosephosphorylierung unter zwei Proteinkonzentrationen (1 µg/ml und 1 mg/ml) 
analysiert. Das Enzym sollte entsprechend zur Gleichgewichtssedimentation  entweder 
Tabelle 5: Generationszeiten der S. cerevisiae-Stämme DFY632/pAV101, DFY632/pAV101(S385A) 
sowie  DFY632/pAV101(S385E) in Flüssigmedium. Die Hefen wurden zunächst in flüssigem YNB-A
+
-
Medium mit 2 % Glukose über Nacht vorkultiviert. Für die Ermittlung der Generationszeiten 
inkubierten die mit den Hefestämmen beimpften frischen Nährlösungen anschließend  im 
Schüttelinkubator bei 200 Upm bei 37 °C. Hierbei entpricht 
k
tg
2ln
 . Für die Bestimmung der 
Wachstumskonstanten wurde der Logarithmus der Individuenzahl gegen die Zeit aufgetragen. Die 
Steigungen aus den erhaltnen Geraden für die exponentiellen Wachstumsphasen, ergeben die 
jeweiligen Wachstumskonstanten. 
 
 SD-Medium 
Hefestamm Glukose 2 % Glukose 0,1 % Ethanol 2 % 
DFY632/pAV101  130 min 140 min 187 min 
DFY632/pAV101(S385A) 126 min 136 min  174 min 
DFY632/pAV101(S385E) 124 min 133 min 184 min 
 YNB-A
+
-Medium 
Hefestamm Glukose 2 % Glukose 0,1 % Ethanol 2 % 
DFY632/pAV101  104 min 124 min 179 min 
DFY632/pAV101(S385A) 106 min 121 min 178 min 
DFY632/pAV101(S385E) 107 min 124 min 179 min 
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vorwiegend in monomerem (niedrige Enzymkonzentration) oder in dimerem Zustand 
(hohe Enzymkonzentration) auftreten (119). Abbildung 19 zeigt die Abhängigkeit der 
Enzymaktivität von der Glukose- (Abbildungen 19A und C) und ATP-Konzentration 
(Abbildungen 19B und D) unter niedrigen (Abbildungen 19A und B) und hohen 
(Abbildungen 19C und D) KlHxk1-Konzentrationen. Aus den resultierenden kinetischen 
Parametern lässt sich ableiten, dass die Glukoseaffinität von KlHxk1 bei einer niedrigen 
Enzymkonzentration vergleichsweise mehr als doppelt so hoch ist wie bei einer 
entsprechend hohen Enzymkonzentration (Tabelle 6). Begleitend lässt sich eine 
signifikante Erhöhung von Vmax beobachten. Experimente, bei denen ATP variable in einer 
gesättigten Glukoselösung (5 mM) eingesetzt wurde, ergaben für KM (ATP) und Vmax 
(ATP) nahezu identische Zahlenwerte wie bei Beschreibung der Abhängigkeit der 
Enzymaktivität von der Zuckerkonzentration (Tabelle 6). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 19: Stopped flow-Analyse der Glukosekinaseaktivität von KlHxk1. Die 
Messungen wurden mit einem 4,0 mM TEA/HCl Puffer durchgeführt, der 10 mM MgCl2, 
1,0 mM DTT und 200 µM p-Nitrophenol(at) bei pH 7,4 enthielt. Die Konzentrationen von 
Glukose und ATP betrugen 5,0 mM (B und D) bzw. 2,5 mM (A und C). Die Protonierung 
von p-Nitrophenolat wurde bei niedriger (1,0 µg/ml, A und B) und hoher (1,0 mg/ml, C und 
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D) KlHxk1-Konzentration gemessen. Die Reaktion wurde durch Mischen des 
vollständigen Testpuffers und der Enzymlösung in einer Stopped flow-Maschine gestartet, 
die Absorptionsabnahme bei 400 nm und bei 25 °C aufgezeichnet. Hinsichtlich weiterer 
Details zur Auswertung der Primärdaten und der nicht-linearen Regressionsanalyse sei 
auf die. 
 
 
Zur Generierung der direkt korrelierenden strukturellen und funktionellen Daten wurde 
KlHxk1 mit einer großen Enzymkonzentrationsbandbreite von 1 bis 1.000 µg/ml der 
Stopped flow-Kinetikanalyse unterworfen. Dieser Bereich wurde so gewählt, dass ein 
signifikanter Wechsel des oligomeren Enzymzustandes erreicht wurde (Abbildung 20). 
Eine semilogarithmische Darstellung der Daten ergibt eine invers sigmoidale Kurve unter 
Ausbildung zweier Plateauregionen (Abbildung 20B). Ein Endwert für die 
Tabelle 6: Stopped flow-Kinetikanalyse des steady state der Glukosekinaseaktivität von K. lactis-
Hexokinase. Die Messungen wurden mit einem 4,0 mM TEA/HCl Puffer durchgeführt, der 10 mM 
MgCl2, 1,0 mM DTT und 200 µM p-Nitrophenol(at) bei pH 7,4 enthielt.  Die Protonierung von p-
Nitrophenolat wurde bei niedriger (1,0 µg/ml,) und hoher (1,0 mg/ml,) KlHxk1-Konzentration 
gemessen. Die Reaktion wurde durch Mischen des vollständigen Testpuffers und der Enzymlösung 
in einer Stopped flow-Maschine gestartet, die Absorptionsabnahme bei 400 nm und bei 25 °C 
aufgezeichnet. Die Proteinbestimmung erfolgte bei 280 nm unter Verwendung des 
Absorptionskoeffizienten von 51.490 l/mol  cm. 
 Glukoseabhängigkeit 
a
 
Protein-
konzentration 
Vmax KM 
(mg/ml) (mM/s) (U/mg) (mmol/l) 
0,001 0,00489 ± 0,00009 293 ± 5,4 0.196 ± 0.017 
1,00 2,07 ± 0,0749 124 ± 4,5 0.451 ± 0.049 
 ATP-Abhängigkeit 
b
 
Protein-
konzentration 
Vmax KM 
(mg/ml) (mM/s) (U/mg) (mmol/l) 
0,001 0.00535 ± 0.00013 321 ± 7.8 0.226 ± 0.024 
1,00 2.33 ± 0.0732 140 ± 4.4 0.390 ± 0.042 
a
 Die Konzentration von ATP war 2.5 mM. 
 b
 Die Konzentration von Glukose war 5.0 mM. 
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Glukosekinaseaktivität konnte unter den gegebenen Bedingungen selbst bei der am 
höchsten eingesetzten Enzymkonzentration nicht beobachtet werden. Die zur 
Beschreibung eines Ein-Schritt-Assoziations-Dissoziationsgleichgewichtes verwendete 
Gleichung ergibt für die Kinaseaktivität eine Dissoziationskonstante von KD = (6,6 ± 0,9) x 
10-7 M. Dieser Wert liegt in der Größenordnung der Dissoziationskonstante, welche für die 
Sedimentationsanalyse des Enzyms in Anwesenheit von Glukose-6-phosphat ((8,1 ± 0,9) 
x 10-7) bestimmt wurde (119). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 20: Abhängigkeit der KlHxk1-Glukosekinaseaktivität von der 
Enzymkonzentration. Die Messungen wurden in einem 4.0 mM TEA/HCl Puffer, der 
10 mM MgCl2, 1,0 mM DTT, 200 µM p-Nitrophenol(at), 5,0 mM Glukose und 4,0 mM ATP 
enthielt, bei pH 7,4 und 25 °C durchgeführt. A) Die Primärdaten wurden wie in 
„Materialien und Methoden“ beschrieben, generiert. B) Graphische Darstellung der 
Primärdaten in semilogarithmischer Form. Die Kalkulation der dargestellten Kurve 
beinhaltet die Dissoziationskonstante KD = (6,6 +/- 0,9) x 10
-7 M unter Annahme eines 
Monomer-Homodimergleichgewichtes. 
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3.3.2   Inaktivierung von ScHxk2 und KlHxk1 
 
Da die Autophosphorylierung von ScHxk2 an Serin158 für die Hemmung der 
Glukosekinaseaktivität bekannt ist, ermöglicht die Identifikation des unmodifizierten 
korrespondierenden Serin157 in KlHxk1 Rückschlüsse über das Inaktivierungsverhalten 
des Enzyms (46). Die Inkubation der Hexokinase 2 von S. cerevisiae in Gegenwart von 
MgATP und D-Xylose, ein nicht-phosphorylierbares, Fünfkohlenhydratanalogon von 
Glukose, verursacht eine charakteristisch terminierte Inaktivierungskurve, die in einem 
schnellen und vollständige Verlust der Glukosekinaseaktivität resultiert (Abbildung 21). Im 
Gegensatz dazu folgt die Inaktivierung von KlHxk1 einer Kinetik erster Ordnung und 
zeigte eine extrapolierte Restglukosephosphorylierungsaktivität von ~ 60 %. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 21: Die Inaktivierung von KlHxk1 und ScHxk2 in Anwesenheit von D-Xylose. 
Die dialysierten Enzyme wurden in 50 mM Hepes Puffer bei pH 7,5, in Gegenwart von 
12 mM MgCl2, 1,0 mM DTT, 4,0 mM ATP und 100 mM D-Xylose bei 30 °C inkubiert. Die 
Endkonzentrationen von KlHxk1 () und ScHxk2 () betrugen jeweils 167 µg/ml. Unter 
Verwendung des Hilfsenzyms Glukose-6-phosphat-Dehydrogenase wurde die 
Glukosekinaseaktivität ermittelt. Den Kontrollen fehlte ATP und D-Xylose. Ihre normierte 
Restaktivität entsprach 100 %. 
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4   Diskussion 
 
4.1   Stabilität und Faltung der Hexokinase 2 von S. cerevisiae  
 
In der vorliegenden Arbeit werden sowohl die Stabilität als auch einige strukturelle 
Charakteristika von einem zentral gefalteten Intermediat des Hexokinase Isoenzyms 2 
von Saccharomyces cerevisiae (ScHxk2) beschrieben. Im Gegensatz zu den meisten 
Zweidomänenproteinen, die als molekulare Modelle in der Proteinfaltung benutzt wurden, 
besteht monomere ScHxk2 aus zwei Domänen, die beide aus diskontinuierlichen 
Peptidsequenzen bestehen (46). Die große α-helikale Domäne umfasst die 
Aminosäurereste 1 – 76 und 212 – 455, während die kleine α/β-Domäne die Aminosäuren 
77 – 211 und 456 – 486 einschließt (vgl. Abbildung 22).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 22: Die Zwei-Domänenstruktur von ScHxk2. Das Richardson-Diagramm 
(Ribbon-Diagramm) zeigt die große hauptsächlich α-helikale Domäne (oben rechts) und 
die kleine α/β-Domäne (unten links). Die über das gesamte Protein verteilten Tyrosin- 
(grün) und Tryptophanreste (rot) sind nach Art eines Kalottenmodells abgebildet. Die N- 
und C-Termini des ScHxk2-Proteins sind beschriftet. Die C-terminale Helix der kleinen 
α/β-Domäne ist in schwarz dargestellt. Die Aminosäuresequenz beginnt in der 
 
 73 
 
73 Diskussion 
Kristallstruktur mit Asp18. Für die strukturelle Darstellung wurde das Programm PyMol 
verwendet (Abbildung aus Lilie et al., 2011).  
 
In dieser Arbeit wurde im harnstoffinduzierten Gleichgewichtsübergang ein quantitativ 
akkumuliertes, stabiles zentrales Intermediat analysiert (Abbildung 10). Frühere 
differenzialkalorimetrische (differential scanning calorimetry, DSC§§-Messungen) Studien 
haben gezeigt, dass eine wärmeinduzierte Entfaltung von ScHxk2 als zweistufiger 
Prozess auftritt (125,126). Die zugehörigen zwei Entfaltungsreaktionen wurden den zwei 
Domänen des Proteins zugeordnet (126,127). Des Weiteren wurde das strukturelle, 
zentrale Intermediat nur teilweise während der Erwärmung populiert, zumal die 
Übergänge stark überlappten. Nur bei pH > 9 konnten beide Übergänge bisher gut 
voneinander abgegrenzt werden. Basierend auf Untersuchungen mit intrinsischer 
Tryptophanfluoreszenz wurde spekuliert, dass im entsprechenden Intermediat die kleine 
Domäne in entfaltetem und die große Domäne in gefalteten Zustand vorliegen könnte 
(126). Diese Interpretation war durch die Tatsache limitiert, dass solche Fluoreszenzdaten 
schwer zu interpretieren sind, da der quantitative Anteil jedes einzelnen Tryptophans am 
Gesamtsignal unbekannt ist.  
Um das Problem der strukturellen Interpretation des zentralen Faltungsintermediates von 
ScHxk2 experimentell zu klären, wurde das in dieser Arbeit identifizierte thermodynamisch 
stabile Intermediat zusätzlich zu den Fluoreszenzmessungen einer CD, einer 
eindimensionalen 1H NMR*** (124) und einer dynamischen Lichtstreuung (124) 
unterworfen (detailliiertere Informationen in Lilie et al. 2011). Zum besseren Verständnis 
soll an dieser Stelle dennoch kurz auf die Ergebnisse der 1H NMR-Messung aus Lilie et al. 
2011 eingegangen werden. Im nativen Zustand von ScHxk2 konnten die Signale aller vier 
Tryptophanreste des Enzyms im Bereich von 10,25 – 10,95 ppm aufgelöst werden, 
während im volldenaturiertem Zustand nur ein einzelnes Tryptophansignal bei 10,1 ppm 
beobachtet wurde (Abbildung 23A). In Abbildung 23B sind die Signalintensitäten der 
NMR-Messungen für die Tryptophanreste in Abhängigkeit der Harnstoffkonzentration 
gezeigt. Es sollte nicht unerwäht bleiben, dass ScHxk2 in Abwesenheit von Harnstoff 
aufgrund der im Experiment verwendeten hohen Proteinkonzentration (1 mM), dimerisch 
                                                 
§§
 „Die Dynamische Differenzialkalorimetrie (engl.: differential scanning calorimetry – DSC) ist ein 
thermisches Verfahren zur Messung von abgegebener/aufgenommener Wärmemenge einer Probe 
bei isothermer Arbeitsweise, Aufheizung oder Abkühlung“ 
[http://de.wikipedia.org/wiki/Dynamische_Differenzkalorimetrie].  
 
***
 „Die eindimensionale NMR bzw. Kernspinresonanzspektroskopie (engl.: nuclear magnetic 
resonance – NMR) ist eine spektroskopische Strukturaufklärungsmethod zur Untersuchung der 
elektronischen Umgebung einzelner Atome und der Wechselwirkung mit seinen Nachbaratomen“ 
[http://de.wikipedia.org/wiki/KernspinresonanzspektroskopieEindimensionale_NMR-
Spektroskopie].  
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vorlag, während das Protein in Anwesenheit von mindestens 1 M Denaturierungsmittel im 
monomeren Zustand verblieb und bei einer Harnstoffkonzentration ≥ 1 M jegliche 
Signaländerungen Konformationsänderungen des monomeren Enzyms entsprechen. Für 
alle vier Tryptophane nahmen die Signale in der Übergangsregion vom nativen hin zum 
zentralen Intermediatszustand (von 1 M bis 3 M Harnstoff) deutlich ab und zeigten ein 
Plateau bei rund 3 M Harnstoff. Diese Ergebnisse der 1H NMR weisen darauf hin, dass 
ScHxk2-Trptophane in der Struktur des zentralen Intermediats nicht mehr in nativ-
ähnlicher Struktur vorliegen. Somit ist die Struktur von beiden ScHxk2-Domänen in der 
Gleichgewichtsreaktion zwischen den beiden Faltungszuständen verändert. Ferner 
besagen die NMR-Daten, dass die Tryptophanreste nicht in einem voll-denaturierten 
Milieu im zentralen Intermediatszustand lokalisiert sind. Das entsprechende Signal bei 
10,1 ppm zeigte im Konzentrationsbereich von 0 – 3 M Harnstoff einen nur kleinen 
Anstieg, entwickelte sich jedoch signifikant im zweiten strukturellen Übergang vom 
zentralen Intermediat zum entfalteten Zustand (4 M zu 6 M Harnstoff). Folglich zeigen alle 
Tryptophanreste in einer harnstoffinduzierten Entfaltungsreaktion von ScHxk2 über das 
zentrale Intermediat im ersten Übergang einen vergleichbaren Wechsel von einem 
nativen zu einem nicht-nativen Milieu, während eine Random coil-Umgebung nur im 
zweiten Übergang erreicht werden konnte. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
10,9         10,7         10,5         10,3         10,1   
                          D1 (ppm) 
W_N1                 W_N2   W_N3  W_N4 
Harnstoff 
(0-6 M) 
W_U 
A 
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Abbildung 23: Eindimensionale 1H NMR-Spektren von ScHxk2 (low-field, 600 MHz). Die 
Spektren wurden bei einer Proteinkonzentration von 1 mM in 20 mM Natriumphosphat bei 
pH 7,6 und 25 °C aufgezeichnet. Der Puffer enthielt 7 % 2H2O. A) Die Spektren des 
ScHxk2 wurden bei 0 M – 6 M Harnstoff (von Vorn nach Hinten) abgebildet. Die Signale 
der vier Tryptophane (unter native Bedingungen) und das einzelne Tryptophansignal unter 
Bedingungen einer vollständigen Denaturierung sind mit W_N1-4 (10,95 ppm, 10,55 ppm, 
10,4 ppm und 10,25 ppm) und W_U (10,1 ppm) gekennzeichnet. B) Quantitative Analyse 
der harnstoffabhängigen Tryptophansignale. Die Intensitäten der entsprechenden 
Tryptophansignale wurde gegen die Harnstoffkonzentration aufgetragen. 
 
 
Die Ergebnisse aller Experimente (Fluoreszenzmessungen, CD, 1H NMR (124) und 
dynamischen Lichtstreuung (124)) zeigen, dass offenbar 60 % der Sekundärstruktur von 
ScHxk2 im populierten zentralen Faltungsintermediat verloren gehen, und dass die 
Mikroumgebung aller über das gesamte Protein verteilten Tryptophane weder native, 
noch Random coil-Charakteristika aufweist. Die gemessenen dramatischen 
Strukturänderungen, welche gewöhnlich von einer Änderung im Molekularvolumen 
begleitet werden, stimmten mit dem deutlichen Anstieg des Stokes Radius (124) überein. 
Die Gemeinsamkeit der neuen Daten vom Zweidomänenprotein von ScHxk2 impliziert 
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eine sehr ungewöhnliche Struktur des zentralen Übergangsintermediates, in der beide 
Domänen partiell entfaltet sind, die Struktur aber dennoch eine hohe thermodynamische 
Stabilität aufweist.  
Die Faltung von Zweidomänenproteinen wurde umfangreich analysiert. 
Interessanterweise bestehen alle bisher in Faltungsstudien als Modellproteine 
untersuchten Zweidomänenproteine aus mindestens einer Domäne mit kontinuierlicher 
Petidsequenz oder gar aus zwei sequentiellen Domänen, die durch eine Peptidbrücke 
verbunden sind. Beispiele hierfür sind Antikörper-Leichtketten, γ-Crystallin, 
Phosphoglyceratkinase und das Gen-3-Protein (G3P) der fd-Phagen (128-131). In diesen 
Fällen falteten sich die Domänen unabhängig voneinander und konnten im nativen 
Zustand durch Domäneninteraktionen jeweils eine der zwei Domänen signifikant 
stabilisieren, wie es beispielsweise für γ-Crystallin beschrieben wurde (132). Die 
Gleichgewichtsdenaturierung von γ-Crystallin ist durch einen ausgeprägten 
Zweischrittübergang charakterisiert, bei dem ein Intermediat mit strukturierter N-terminaler 
Domäne populiert wird und die C-terminale Domäne entfaltet ist (129). Sogar γ-Crystallin-
Varianten mit modifizierter Brücke zwischen den beiden Domänen weisen immer noch 
zweistufige Gleichgewichtsübergänge auf (102,133). Gleichermaßen wurden in 
Antikörper-Leichtketten (128) und Phosphoglyceratkinase (130) Intermediate beobachtet, 
bei denen eine der Domänen in gefaltetem und eine in entfaltetem Zustand vorliegt. 
Lysozym, Dihydrofolatreduktase (DHFR) und G3P sind gut untersuchte Beispiele für 
Zweidomänenproteine mit einer kontinuierlichen und einer diskontinuierlichen Domäne. 
Eine chemische Denaturierung dieser Proteine findet in kooperativer Weise ohne 
Akkumulation eines thermodynamisch stabilen Intermediates statt (134,135). Im Fall von 
G3P werden beide Domänen bereits vor ihrem geschwindigkeitslimitierendem langsamen 
Andocken ausgebildet. Dieser Schritt wird durch Prolyl-Isomerisierung limitiert (136). Im 
Fall von DHFR wurden vielfältige zirkuläre Permutationen untersucht (103). Einige von 
ihnen zeigten zweistufige Gleichgewichtsübergänge nach harnstoff- oder temperatur-
induzierter Entfaltung. In den entsprechenden Intermediaten lag die kontinuierliche 
Domäne immer gefaltet und die diskontinuierliche Domäne entfaltet vor, obwohl in 
Abhängigkeit von der zirkulären Permutation die kontinuierliche Domäne in einer Variante 
die ursprünglich diskontinuierliche Schleifendomäne war (103). Diese Ergebnisse legen 
nahe, dass die diskontinuierliche Domäne von DHFR hinsichtlich ihrer Stabilität immer 
benachteiligt ist. Alle diese Varianten sind jedoch immer in der Lage, ihre enzymatische 
Aktivität durch Faltung in den Nativzustand wiederzuerlangen.  
Im Gegensatz zu den oben beschriebenen Proteinen enthält ScHxk2 zwei Domänen, die 
beide aus diskontinuierlichen Peptidsequenzen zusammengesetzt sind. Wie in dieser 
Arbeit gezeigt, populiert dieses Protein bei 3 – 4 M Harnstoff zu einem thermodynamisch 
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stabilen zentralen Intermediat. Dieses Intermediat besteht nicht aus einer gefalteten und 
einer ungefalteten Domäne. Vielmehr unterliegen beide Domänen strukturellen 
Veränderungen im Übergang vom Nativzustand zum zentralen Intermediat. 
Das C-terminale Fragment der α/β-Domäne (aa 458 – 486; 3,1 kDa) enthält eine einzelne 
α-Helix (schwarz in Abbildung 22), welche gegen das konkav geformte β-Faltblatt der 
gleichen Domäne gepackt wird. Auf der anderen Seite liegt diese Helix einer kleinen Helix 
der großen Domäne gegenüber, die sich ebenfalls an der konkaven Seite eines 
β-Faltblattes befindet. Folglich wird die Kontaktstelle der zwei ScHxk2-Domänen 
weitgehend durch zwei senkrecht ausgerichtete Helices verkörpert. Der durch 
Substratbindung vermittelte Spaltschluss zwischen den zwei Domänen wird durch das 
Gleiten der beiden Helices vermittelt (37). Die Bereitschaft von ScHxk2 zur Ausbildung 
von α-Helices wurde durch das Programm APSSP2 vorausberechnet (ExpASy 
Proteomics Server) und erbrachte sehr hohe Werte für aa 211 – 220 und aa 458 – 486 
(124). Ausgehend von diesen ScHxk2-Strukturdaten ist ein struktureller 
Informationsaustausch zwischen den zwei Domänen offensichtlich. Es scheint denkbar, 
dass eine partielle Entfaltung einer Domäne durch Strukturänderungen der Interdomänen-
Kontaktstelle, über eine starke Destabilisierung der Kontakthelix, die Entfaltung auf die 
andere Domäne übertragen wird. Auf diese Weise werden beide Domänen im zentralen 
Intermediat simultan beeinflusst. Interessanterweise weisen statistische Datenanalysen 
von Hexokinase 1 von S. cerevisiae auf eine sich gleichermaßen entwickelnde Gruppe 
von Aminosäuren hin, welche das aktive Zentrum und die Gelenkregion zwischen den 
beiden Domänen umfasst (46). Weiterhin scheint denkbar, dass aufgrund  der bekannten 
Strukturdaten und damit verbundenen Informationsaustausch zwischen den beiden 
Domänen die Rückfaltung des Enzyms in Gegenwart von Substraten positiv unterstützt 
wird und dass die Stabilität des zententralen Intermediates selbst eine Voraussetzung 
darstellt, um bei einer Rückfaltung effizientere Reaktivierungsausbeuten zu erreichen. 
Folglich gibt es offenbar ein Netzwerk von Interaktionen, welche das aktive Zentrum mit 
der Interaktionsstelle der beiden Domänen verbindet. Dies ist von funktioneller Bedeutung 
im induced fit-Mechanismus der Enzymkatalyse (46). Diese konservierten Reste könnten 
auch in der Übermittlung von Konformationsänderungen von einer zur anderen Domäne 
während der Entfaltungs- bzw. Faltungsreaktionen von Bedeutung sein. 
Es gibt einige Beispiele, in denen sich Helices nur in Anwesenheit von nativen 
Proteinkontakten ausbilden. Im Fall der Interaktion von RNase S und ihrem S-Peptid ist 
letzteres in seinem isolierten Zustand entfaltet, nimmt aber bei Bindung an RNase S eine 
α-helikale Struktur an. Auf der anderen Seite faltet sich RNase S selbst, unterliegt aber bei 
Bindung des S-Peptides einem induced fit (137,138). Diese Situation ist geringfügig 
anders bei gespaltener Staphylokokken Nuklease, bei der die Fragmente 6 – 48 und 49 – 
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149 weitgehend unstrukturiert vorliegen, sich aber zu einem teilweise aktiven Enzyms 
zusammenlagern können (139). Das Nukleasefragment 6 – 48 enthält einen Teil eines β-
Faltblattes, wohingegen das große Fragment 49 – 149 aus zwei zusätzliche β-Strängen 
und drei Helices besteht (140). Bemerkenswerterweise werden zwei von diesen Helices 
als auch zwei β-Haarnadelschleifen durch lokale Interaktionen sogar im denaturierten 
Zustand stabilisiert (141). Im Fall von ScHxk2 werden die nicht-kovalenten Kontakte 
zwischen den zwei Domänen fast ausschließlich durch zwei senkrecht angeordnete 
Helices vermittelt (vgl. Abbildung 22). Am anderen Ende ihrer Interaktionsstellen drücken 
beide Helices gegen die β-Faltblätter der jeweiligen Domänen. Es ist anzunehmen, dass 
die kurze interagierende Helix (aa 211 – 220) der großen Domäne ebenso wie die Helix 
der α/β-Domäne (aa 458 – 486) nur dann in einer stabilen Struktur vorliegen dürften, wenn 
sie miteinander interagieren und somit wiederum die beiden benachbarten β-Faltblätter 
beider Domänen stabilisieren.  
Zusammenfassend wurde ein Übergangsintermediat von ScHxk2 auf einer strukturellen, 
kinetischen und auf einer thermodynamischen Ebene charakterisiert. Die mittels CD bzw. 
einer Dynamischen Lichtstreuung (DLS) (124) gewonnenen Daten weisen auf einen 
substantiellen Verlust an Sekundärstruktur und einen Anstieg des Stokes Radius (124) 
des zentralen Intermediates im Vergleich zur Nativstruktur hin. Die Fluoreszenzspektren 
belegen signifikante Änderungen in der Tertiärstruktur dieses Intermediates im Vergleich 
zum Nativzustand. Diese strukturellen Änderungen sind wie durch 1H NMR gezeigt (124) 
nicht auf eine der beiden ScHxk2-Domänen beschränkt. Vielmehr liegen beide Domänen 
im zentralen Übergangsintermediat in teilweise entfaltetem Zustand vor. Obwohl die 
großen Konformationsänderungen das gesamte Enzym beeinflussen, erscheint die 
Stabilität der Intermediatsstruktur vergleichbar jener gefalteter Proteine. Auch ScHxk2 ist 
in der Lage, seine enzymatische Aktivität durch Rückfaltung in den Nativzustand 
wiederzuerlangen, welche durch das Beisein von Substraten als auch durch eine 
Rückfaltung ausgehend vom Intermediat signifikant verbessert werden kann. Um das 
strukturelle Bild des zentralen ScHxk2-Intermediates weiter zu entwickeln bzw. zu 
verfeinern, erscheint eine Analyse von Mutanten mit Unterbrechung der Kontaktstelle der 
Domänen ebenso wie das Entwerfen einzelner Enzymdomänen viel versprechend. 
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4.2   Mutation der Hexokinase 2 von Saccharomyces cerevisiae  
        an Serin385  
 
Wird innerhalb der Hexokinase 2 von S. cerevisiae an der Aminosäureposition 15 ein 
Serin-Glutamataustausch vorgenommen, um eine Serin15-Phosphorylierung zu 
simulieren, so regt dies die Autophosphorylierung des Enzyms an (52). Es wird vermutet, 
dass unter anderen Serin158 das Ziel dieser ATP-abhängigen Phosphorylierung darstellt. 
Ein Serin-Glutamataustausch an Serin158 von ScHxk2, welcher offensichtlich durch die 
Einführung eines negativ geladenen Restes eine Serin158-Autophosphorylierung imitiert, 
könnte somit einerseits die Glukosebindung und/oder die Transphosphorylierung 
verhindern. Beides verursacht nachweislich den vollständigen Verlust der Enzymaktivität 
und identifiziert Serin158 als die Autophosphorylierungs-Inaktivierungsstelle der 
Hexokinase 2 von S. cerevisiae (41). Andererseits könnte auch das Vorhandensein einer 
weiteren Proteinkinase A-Konsensussequenz die beobachtbare Phosphorylierung 
erklären. Das mögliche zweite in ScHxk2 befindliche Proteinkinase A-Konsensusmotiv 
wird im Bereich 382Arg-Arg-Leu-Ser385 vermutet (56,78,79) und könnte in einer 
Phosphorylierung von Serin385 resultieren (74). ScHxk2 weist erhebliche Ähnlichkeiten mit 
dem Isoenzym ScHxk1 auf. Dies schließt einen identischen N-terminalen Rest ein. 
Anstelle des Serin385-Restes in ScHxk2 besitzt ScHxk1 jedoch als entsprechendes 
Positionsäquivalent einen Cysteinrest (vgl. Abb. 1) (31,32). Die unterschiedlichen 
Funktionen wie beispielsweise bei der glukoseinduzierten Repression (16-20,24-26,30) 
beider Isoenzyme werden somit auf divergente Aminosäuresequenzen zurückgeführt. Bei 
ausreichender Verfügbarkeit der fermentierbaren Substrate Glukose und Fruktose ist die 
Hexokinase 2 offenbar an zwei regulatorischen Mechanismen beteiligt, am Ras-cAMP-
Weg (18,55,56) und an der glukoseinduzierter Repression (katabolen Repressionsweg) 
(57-60). Untersuchungen konnten zeigen, dass die spezielle Proteinkinase-A-
Konsensussequenz (12Arg-Lys-Gly-Ser15) mit dem schon erwähnten Serin15 von ScHxk2 
von essentieller Bedeutung für die katabole Repression ist (73). Hierbei mündet eine 
niedrige extrazelluläre Glukosekonzentration in vivo in einer cAMP-abhängigen 
Phosphorylierung an Serin15 (77,78). Liegt Serin15 in phosphoryliertem Zustand vor, wird 
in vitro die Dissoziation des homodimeren Enzyms in seine Untereinheiten induziert 
(48,52,73,78). Wird hingegen nach gezielter Mutagenese ein Alanin15-Mutantenenzym 
exprimiert, so ist die Glukoserepression in solch einer Alanin15-Variante aufgehoben (73). 
Es ist vorstellbar, dass die Phosphorylierung an Serin385 am Regulationsfluss des 
Glukoserepressionsweges und der Derepression entscheidend beteiligt ist. Sowohl 
Serin15 als auch Serin385 sind in der großen α-helikalen Domäne von Hexokinase 2 
 80 
 
80 Diskussion 
lokalisiert (siehe Abschnitt 4.1.). Eingebunden in je eine α-helikale Struktur befinden sich 
die beiden Serinreste praktisch in unmittelbarer Nachbarschaft. Unter den in dieser Arbeit 
durchgeführten Wachstumsstudien, welche ebenfalls niedrige externe 
Glukosekonzentrationen aufwiesen, ist somit eine Serin15-Phosphorylierung zu erwarten. 
Frühere Untersuchungen an ScHxk2 mit mutierter Aminosäuresequenz (Serin385 → 
Alanin385) waren in vivo ohne nachweisbaren Einfluss auf das Wachstum, den 
Glukosetransport und die katabole Repression (56). Hingegen wurden in vitro 
Phosphorylierungen durch Proteinkinase A für ScHxk2 und ScHxk1 gefunden (79). Diese 
Ergebnisse widersprechen nicht der angeführten Diskussion, unterstreichen jedoch eine 
weitere Unklarheit bzw. die Frage, unter welchen Bedingungen es zu einer weiteren 
Phosphorylierung im Enzym der Hexokinase 2 von S. cerevisiae kommen könnte. Die 
Frage, ob beide Phosphorylierungen in Kombination durch wechselseitige Interaktionen 
und resultierender Konformationsänderung des Enzyms eine Rolle in der 
Signaltransduktion bzw. des Regulationsflusses spielen, sollte in dieser Arbeit einleitend 
geklärt werden.  
Ausgangspunkt der im Folgenden diskutierten Untersuchungen waren gezielte 
experimentelle Modifikationen innerhalb der Aminosäuresequenz von ScHxk2, die auf die 
strukturelle Organisation einschließlich regulatorischer Eigenschaften wie katalytische 
Funktion oder Signaltransduktion von S. cerevisiae Einfluss haben könnten. Hierfür wurde 
zunächst das Plasmid pAV101 aus dem Hefestamm DFY632/pAV101 isoliert und das 
Gen HXK2 zielgerichtet modifiziert. Ein Aminosäureaustausch von Serin385 zu Glutamat 
führt schließlich zur Simulation einer Phosphorylierung, während ein Serin385-Austausch 
durch Alanin eine Phosphorylierung an der Aminosäureposition 385 ausschließt. Die 
entsprechenden Plasmide mit veränderten HXK2-Sequenzen wurden in den Stamm 
DFY632 transfiziert und das Wachstumsverhalten der verschiedenen Hefestämme 
analysiert. Zwischen den Hefestamm DFY632/pAV101 und den Stämmen 
DFY632/pAV101(S385E) bzw. DFY632/pAV101(S385A) lassen sich keine relevanten 
Unterschiede im Wachstumsverhalten bezüglich eingesetzter Substrate oder verwendeter 
Medien erkennen (Abb. 17, 18, Tabelle 5).  Demnach scheint eine Phosphorylierung von 
Serin385 der Hexokinase 2 im Stamm der Tripelkinasenmutante, welche über Multicopy-
Plasmide lediglich Hexokinase 2 exprimiert, keinen Einfluss auf das Wachstumsverhalten 
zu haben. Diese Situation entspricht allerdings nicht einem physiologischen Zustand. Die 
Konstruktion chromosomaler Mutanten würde hingegen einen physiologischen Zugang 
zur Frage, ob die Phosphorylierung an Serin385 tatsächlich einen Einfluss auf das 
Wachstumsverhalten von S. cerevisiae hat, eröffnen. Somit stehen die genannten 
Ergebnisse unter einem gewissen Vorbehalt.  
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In Anbetracht der geführten Diskussion lassen sich eine Anzahl weiterer Untersuchungen 
ableiten. So sollte die an Position Serin385 vorgenommene Mutation in ScHXK2 an Stelle 
des Plasmidgenoms in das Hefe-Genom übernommen werden, um physiologische 
Charakterisierungen (Wachstumsverhalten, Invertaseaktivität) der chromosomalen 
Mutantenstämme vorzunehmen bzw. Einflüsse der Mutation auf die 
Phosphorylierungssituation der Hexokinase unter physiologischen Bedingungen zu 
identifizieren. Die Messung der oben erwähnten Invertaseaktivität versucht der Frage 
nachzugehen, ob eine mögliche Serin385-Phosphorylierung an der katabolen Repression 
beteiligt ist. Sehr intensiv wurde das Gen SCU2 und deren Genprodukt Invertase in 
S. cerevisiae untersucht, welches als ein Glukoserepressionsgen indentifiziert wurde. 
Invertase ist eine Fruktosidase und verantwortlich für die extrazelluläre Hydrolyse von 
Saccharose und Raffinose (30). Zum gegenwärtigen Zeitpunkt ist nicht bekannt, in 
welcher Art und Weise es zu der putativen Phosphorylierung an Serin385 kommen könnte. 
Vorstellbar wäre z.B., dass die Hexokinase durch ihre Serin15-Phosphorylierung ein Signal 
an eine Proteinkinase abgeben könnte oder ScHxk2 selbst als Proteinkinase agiert und 
eine Autophosphorylierung induziert. Eine Phosphorylierung von Serin385 wurde 
bekanntermaßen bis zum heutigen Zeitpunkt jedoch noch nicht nachgewiesen. 
 
 
4.3   Die einzige Hexokinase 1 von K. lactis 
 
Die Hefe Saccharomyces cerevisiae verfügt im Rahmen des Gukosemetabolismus über 
zwei Hexokinasen und eine Glukokinase (3,71,142). Im Gegensatz dazu scheinen 
offensichtlich eine einzelne Hexokinase und, neueren Untersuchungen zu Folge, eine 
Glukokinase für eine effiziente Glukoseerkennung und Glukosephosphorylierung sowie 
einen wirkungsvoll beeinflussten Glukosetransport in K. lactis ausreichend zu sein 
(34,113). Diese neuen Untersuchungen identifizierten neben RAG5, welches das 
Genprodukt KlHxk1 exprimiert, ein weiteres Gen, KLLA0C01155g. Es ist mit ScGLK1 und 
ScEMI2 verwandt (34). Das Genprodukt KLLA0C01155g weist mit ScGlk1 sowohl 
strukturelle als auch funktionelle Gemeinsamkeiten auf und wurde dementsprechend als 
K. lactis-Glukokinase (KlGlk1) bezeichnet (34). Dagegen ist ScEmi2 in einem 
hxk1 hxk2 glk1–Tripelkinasemutantenstamm trotz struktureller Ähnlichkeit offensichtlich 
nicht in der Lage, das Wachstum in Gegenwart von Glukose sicher zu stellen (78).   
Das Gen RAG5 wurde bereits erfolgreich geklont und sequenziert, jedoch fehlten bislang 
wichtige Informationen zum korrespondierenden Genprodukt KlHxk1 (Rag5p) (45). Um 
dieses Genprodukt weiter zu charakterisieren wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit 
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zunächst die Molekularmasse der zur Bildung einer homodimeren Struktur befähigten 
Untereinheit der gereinigten KlHxk1 mit 53.476 Da mittels Elektrospray-Ionisations-
Massenspektrometrie ermittelt (119). Diese korreliert mit der schon publizierten DNA-
Sequenz.†††. Untersuchungen der -Galaktosidaseaktivität ließen erkennen, dass RAG5 
eine essentielle Rolle im Rahmen der Glukoserepression spielt. Dabei zeigte die 
Deletionsmutante JA6Δrag5R eine hohe -Galactosidaseaktivität, welche im Multicopy-
Stamm JA6Δrag5R/pTSRAG5 bzw. im Wildtyp-Stamm JA6 in Anwesenheit von Glukose 
erniedrigt war (119). Da das Gen KlGLK1 in diesen Stämmen nicht ausgeschaltet war, 
lässt es den Rückschluss zu, dass ebenso wie in S. cerevisiae (16-20) die katabole 
Repression ausschließlich eine Funktion der Hexokinasen und nicht der Glukokinasen 
darstellt.    
Ergänzend wurde von Bär et al. 2003 gezeigt, dass in Abwesenheit von Substrat oder 
Produkt die KlHxk1 bei hohen Enzymkonzentrationen größtenteils in dimerer Form 
vorliegt, während eine im millimolaren Bereich vorliegende Glukosekonzentration eine 
signifikante Dissoziation in die monomere Form verursacht (Abbildung 24A), (119). Die 
spezifische katalytische Aktivität von KlHxk1 bei niedriger Enzymkonzentration von ca. 
320 U/mg besitzt eine auffallende Ähnlichkeit zu dem entsprechenden für ScHxk2 
berichteten Wert (52). Des Weiteren übt das Produkt Glukose-6-phosphat einen nur 
geringen dissoziativen Effekt aus. Diskutiert wird daher die Kontrolle der Dimer-/ 
Monomerbildung durch metabolische Effektoren sowie durch die Enzymkonzentration 
selbst, welche nicht nur den experimentellen Bedingungen, sondern auch der 
physiologischen Situation entsprechen könnte (119). Ein Vergleich der oligomeren 
Stabilität von KlHxk1 und ScHxk2 zeigt deutliche Ähnlichkeiten beider Enzyme vor allem 
im Effektor-freien Zustand und bezüglich des Effekts von Glukose-6-phosphat (52,119).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                 
†††
 www-archbac.u-psud.fr/genomes/r_klactis/klactisblast.html. 
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Abbildung 24: Gleichgewichtssedimentation von KlHxk1. A) Abhängigkeit der 
Molekularmasse von der Enzymkonzentration. Das Sedimentationsgleichgewicht wurde 
untersucht bei 15 °C in Abwesenheit von Substrat (), in Gegenwart von 2,0 mM 
Glukose-6-phosphat () und 5,0 mM Glukose () unter Verwendung eines 50 mM 
Kaliumphosphatpuffers, pH 7,4, ergänzt mit 1,0 mM EDTA, 1,0 mM PMSF und 0,2 mM 
DTT als Lösungsmittel. B) Einfluss der Enzymkonzentration auf das Monomer-
Dimerverhältnis. Für die Berechnung der relativen Monomer- und Dimeranteile wurde die 
Dissoziationskonstante für den Effektor-freien Zustand  (KD = (1,5  0,2)  10
-7) 
verwendet. Die partielle Konzentration der Monomere und Dimere entspricht der 
jeweiligen Gesamtkonzentration von KlHxk1 (119). 
 
Die in dieser Arbeit durchgeführten Stopped flow-Analysen wurden herangezogen, um 
einen direkten Zusammenhang zwischen strukturellen und funktionalen Daten 
aufzuzeigen, also den Wechselwirkungen zwischen dem oligomeren Zustand und der 
katalytischen Funktion von KlHxk1. Dokumentiert wurden die Kinetiken ATP-abhängiger 
Glukosephosphorylierung bei zwei Enzymkonzentrationen (1 µg/ml und 1 mg/ml) bei 
denen das Enzym, gemäß der Gleichgewichtssedimentation, entweder überwiegend im 
monomeren oder im dimeren Zustand vorliegt (Abb. 24B), (119). Die für die Stopped flow-
Analysen eingesetzten Konzentrationen von Glukose und ATP entsprechen im 
Wesentlichen der physiologischen Situation in S. cerevisiae (143,144). Jedoch sind weder 
die jeweiligen in situ-Glukose- und ATP-Konzentrationen noch die entsprechende KlHxk1-
Konzentration in K. lactis bekannt. Vermutlich liegen die durchschnittlichen zytosolischen 
KlHxk1-Konzentrationen in glukosereprimierbaren Stämmen bei ungefähr 0,5 – 1,5 mg/ml 
(119). Ausgehend von den Ergebnissen der Sedimentationsanalysen (119) und der 
Stopped flow-Analysen (Abbildungen 19 und 20) lag KlHxk1 im oberen 
Enzymkonzentrationsbereich vorwiegend in einem homodimeren Zustand vor. Dieses 
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Ergebnis schließt die Möglichkeit der Monomerbildung über eine kovalente Modifikation 
von KlHxk1 trotz einer hohen lokalen Enzymkonzentration in der Zelle ein, wie dies schon 
für ScHxk2 diskutiert wurde (52). KlHxk1 enthält den gleichen N-terminalen 
Aminosäureabschnitt, welcher in ScHxk2 die in vivo-Phosphorylierungsstelle Serin15 trägt 
(79). Durch eine niedrige externe Glukosekonzentration wird die Phosphorylierung dieses 
Restes in ScHxk2 stimuliert (78) und fördert dessen Monomerisierung (48). Eine 
ebensolche Phosphorylierung der Hexokinase wäre auch in K. lactis vorstellbar und 
vielleicht in ähnlicher Weise von der Glukoseverfügbarkeit abhängig. So könnte das oben 
identifizierte unmodifizierte Serin15 in K. lactis das zu erwartende Ergebnis einer 
unterdrückten Modifikation durch die hohe Glukosekozentration sein, welche während des 
Zellwachstums benötigt wird.  
Die massenspektrometrische Analyse tryptischer Peptide der KlHxk1 hat als 
Voraussetzung für diese Arbeit die Anwesenheit eines unmodifizierten Serin157 gezeigt 
(119). Dieser Rest ist Teil einer in verschiedenen Hefehexokinasen (auch in S. cerevisiae) 
existierenden Sequenz 151PLGFTFS(F/Y)PA160. Die Autophosphorylierung von ScHxk2 
am entsprechenden Serin158 wird durch D-Xylose, einem nicht-phosphorylierbaren 
Glukoseanalogon, stimuliert und von einem Verlust der Glukosekinaseaktivität begleitet 
(41). Im Gegensatz dazu zeigt die funktionelle Untersuchung dieses Effektes von D-
Xylose auf KlHxk1 ein signifikant abweichendes Inaktivierungsmuster und eine hohe 
residuale Glukosekinaseaktivität im Vergleich zur ScHxk2 (Abbildung 21). Da Serin158 in 
ScHxk2 in direkter Nähe zur Glukosebindungsstelle lokalisiert ist (145,146), weist das 
Inaktivierungsmuster des homologen KlHxk1 Enzyms auf funktionell wichtige 
Unterschiede in der Architektur des aktiven Zentrums hin. Daraus ergibt sich die Frage, 
ob es eine molekulare Basis für die Resistenz von KlHxk1 gegen die Inaktivierung in 
Anwesenheit von D–Xylose gibt, welche wiederum mit der beobachteten 
Unempfindlichkeit des Enzyms für eine ATP-Inhibierung verbunden ist (Abb. 19). Zum 
gegenwärtigen Zeitpunkt kann diese Frage jedoch noch nicht hinreichend beantwortet 
werden. In Gegenwart freier Nukleotide von 0,1 mM bis 5 mM Gesamt-ATP wird KlHxk1 
nicht inhibiert. Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zur beobachteten Inhibierung von 
ScHxk2 (52) und anderen glykolytischen Hefe-Enzymen (147) durch ATP und 
widerspricht einer Regulation der Glykolyse durch ATP-Inhibierung der Hexokinase 1 von 
K. lactis.  
Die kinetischen Daten identifizieren monomere KlHxk1 als die Enzymform mit hoher 
Affinität und Aktivität für die zwei glykolytischen Substrate Glukose und ATP (Abb. 19, 
Tabelle 6). Diese Entdeckung impliziert die Frage, ob und unter welchen Umständen die 
Glukoseaufnahme und -phosphorylierung in vivo durch Stimulation der KlHxk1-
Dissoziation verbessert werden könnte. Auch wenn die Unterschiede für die monomere 
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und dimere KlHxk1 in der Substrataffinität und katalytischen Aktivität nicht den Faktor 2,5 
übersteigen (Tabelle 6), lassen diese Daten dennoch eine Tendenz erkennen. Dabei 
werden die Daten nicht notwendigerweise benötigt, um die in situ-Situation in ihren 
quantitativen Bedingungen zu beschreiben. Es ist weiterhin ungeklärt, ob der in vitro 
beobachtete Einfluss der Metaboliten auf den oligomeren Zustand von KlHxk1 (Abb. 24) 
physiologische Konsequenzen nach sich zieht. Für die Beantwortung dieser Fragen ist zu 
berücksichtigen, dass selbst moderate Änderungen der Metaboliten- und/oder 
Enzymkonzentrationen eine effektive Anpassung an die glukoseabhängige 
Signaltransduktionskaskade erlauben könnten. So zeigt das Beispiel der K. lactis-
Galaktokinase (148), dass selbst kleine Änderungen in der Enzymkonzentration einen 
starken Einfluss auf die Signalisierung haben können (30,149). Unabhängig von der 
Katalyse bindet die Galaktokinase nach der Substratbindung an den Gal4-Inhibitor Gal80 
und vermindert dadurch die Gal80-vermittelte Repression von Genen, welche Galaktose-
metabolisierende Enzyme exprimieren. Da sowohl die intrazelluläre 
Galaktosekonzentration als auch die Geschwindigkeit des Galaktosemetabolismus die 
Konzentration des Galaktokinase-Galaktosekomplexes beeinflussen, ist die Signalisierung 
sogar von beiden Faktoren abhängig (116). Im Gegensatz dazu wurde bislang keine 
Proteinkomponente identifiziert, welche das externe Glukosesignal zum 
Transkriptionsapparat von K. lactis überträgt. Falls sie existiert, könnte ihre regulatorische 
Funktion spezifisch vom Monomer-Homodimer-Gleichgewicht der KlHxk1 abhängig sein, 
das in K. lactis und S. cerevisiae evolutionär erhalten blieb. 
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5   Zusammenfassung 
 
 
Hexokinasen bezeichnen eine vielfältige Gruppe von Enzymen, welche zu den 
Transferasen gezählt werden und den ersten Schritt der Glykolyse katalysieren. Eine 
essentielle Funktion der Hexokinasen stellt somit die Einleitung der intrazellulären 
Verstoffwechselung von Glukose, Fruktose und Mannose dar. In Hefen, Pflanzen und 
Säugern spielen Hexokinasen darüber hinaus eine wichtige Rolle in regulatorischen 
Mechanismen wie der Glukoseerkennung und der glukoseabhängigen Signaltransduktion. 
Aufgrund der Aufgaben der Hefehexokinasen in der Katalyse und der Glukoserepression 
bedarf es einer besonderen Beziehung zwischen Struktur und Funktion, dessen 
Zusammenhänge derzeit nur teilweise erklärt werden können. Sowohl Saccharomyces 
cerevisiae als auch Kluyveromyces lactis sind geeignete eukaryontische 
Modellorganismen für die Untersuchung der Beziehungen zwischen Proteinbiochemie, 
Genetik und Physiologie. Gerade die vergleichende Hefeforschung erbringt Erkenntnisse 
zu den unterschiedlichen physiologischen Strategien innerhalb der Katalyse und der 
Glukoserepression. Unter diesem Gesichtspunkt befasst sich die vorliegende Arbeit mit 
der Bedeutung und Funktion von Hexokinase 2 von Saccharomyces cerevisiae sowie der 
Hexokinase 1 von Kluyveromyces lactis.  
 
Im Rahmen der Untersuchungen zur Faltung und Stabilität der Hexokinase 2 von 
Saccharomyces cerevisiae (ScHxk2, isoliert aus dem Multicopy-Stamm DFY632/pAV101) 
konnten für die aus zwei Domänen mit diskontinuierlichen Peptidsequenzen 
zusammengesetzten Monomere (die große α-helikale Domäne umfasst die 
Aminosäurereste 1 – 76 und 212 – 455, die kleine α/β-Domäne schließt die Aminosäuren 
77 – 211 und 456 – 486 ein) eine reversible harnstoffinduzierte Entfaltung beschrieben 
werden, die einen zweistufigen Übergang mit einem zentralen Intermediat aufzeigt. Das 
Intermediat selbst wird bereits mit deutlich denaturierten Strukturen bei 3 – 4 M Harnstoff 
populiert. Der Mittelpunkt des ersten Übergangs liegt bei einer Konzentration von 1,6 M, 
der Mittelpunkt des zweiten bei 4,6 M Harnstoff. Der zweite Übergang mündet in einer 
kompletten Enzymentfaltung.  
Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass die harnstoffinduzierte Inaktivierung von 
ScHxk2 bei 3 M Harnstoff unmittelbar vor den nachweisbaren strukturellen 
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Veränderungen stattfindet. Im populierten zentralen Faltungsintermediat selbst gehen 
60 % der Sekundärstruktur von ScHxk2 verloren. Dabei unterliegen beim Übergang vom 
Nativzustand zum zentralen Intermediat nicht nur eine sondern beide Proteindomänen 
strukturellen Veränderungen bei ansonsten hoher thermodynamischer Strukturstabilität, 
vergleichbar mit jener gefalteter Proteine. Dabei könnte der Entfaltungsprozess infolge 
von Strukturänderungen durch eine partielle Entfaltung der Interdomänenkontaktstelle bei 
einer der beiden Domänen (starke Destabilisierung  der entsprechenden Helix) auf die 
andere Domäne übertragen werden. Folglich scheinen sich die beiden Domänen im 
zentralen Intermediat wechselseitig zu beeinflussen. 
Weiterhin ist ScHxk2 in der Lage seine enzymatische Aktivität durch Rückfaltung in den 
Nativzustand zu rekonstituieren. Eine Senkung der Temperatur während der Rückfaltung 
reduziert die Reaktivierungsgeschwindigkeit signifikant, während durch die Gegenwart 
von Substraten die Reaktivierungsausbeute erhöht wird. Ferner kann eine Rückfaltung 
ausgehend vom Intermediat sowohl die Reaktivierungsgeschwindigkeit als auch den 
maximale Reaktivierungsertrag steigern. 
Es lässt sich zusammenfassend ein allgemeines Modell für das Faltungs- bzw. 
Entfaltungsgleichgewicht darstellen, in dem der native Zustand (N) mittels eines 
komplexen strukturellen Prozesses zu einem stabilen, enzymatisch inaktiven zentralen 
Intermediat (I) entfaltet. Das zentrale Intermediat wird in Gegenwart von 3,5 – 4 M 
Harnstoff angereichert, während es sich bei höheren Konzentrationen des 
Denaturierungsmittels im Gleichgewicht mit dem vollständig entfalteten Zustand (U) 
befindet (N ↔ ↔ I ↔ U). Die Population des thermodynamisch aufgezeigten, zentralen 
Intermediates findet dabei kinetisch sowohl in der Faltungs- als auch in der 
Entfaltungsreaktion statt. Allem Anschein nach ist die Hexokinase 2 von S. cerevisiae das 
erste Protein, bei dem eine natürlicherweise diskontinuierliche Domäne (die kleine α/β-
Domäne) als stabile Struktur innerhalb eines Gleichgewichtsfaltungsintermediates 
beschrieben werden kann.  
 
Die Hexokinase 2 von S. cerevisiae liegt je nach Umgebungsbedingung in einem 
bestimmten Monomer-Dimer-Gleichgewicht vor. So ist eine in vivo Phosphorylierung an 
Serin15 in der Lage eine Dissoziation der beiden homodimeren Untereinheiten des 
Enzyms einzuleiten. Wird eine Phosphorylierung an der Aminosäureposition 15 von 
ScHxk2 simuliert, so regt dies die Autophosphorylierung des Enzyms an. Einer 
Vermutung zu Folge stellt Serin158 als Autophosphorylierungs-Inaktivierungsstelle der 
Hexokinase 2 von S. cerevisiae das Ziel dieser ATP-abhängigen Phosphorylierung dar. 
Andererseits könnte auch das Vorhandensein einer zweiten bislang unbekannten 
Proteinkinase A-Konsensussequenz die beobachtbare Phosphorylierung erklären. Das 
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mögliche zweite in ScHxk2 befindliche Proteinkinase A-Konsensusmotiv umfasst die 
Aminosäuren 382Arg-Arg-Leu-Ser385 und enthält Serin385 als potentielle 
Phosphorylierungsstelle.  
Durch den Austausch der Aminosäure Serin385 mit Glutamat im Saccharomyces 
cerevisiae-Stamm DFY632/pAV101(S385E) lässt sich eine Phosphorylierung an dieser 
Stelle des Proteins simulieren, während ein Austausch der Aminosäure Serin385 durch 
Alanin im Stamm DFY632/pAV101(S385A) eine putative Phosphorylierung an dieser 
Position unmöglich macht. Die nach Modifikation der Aminosäuresequenz von ScHxk2 an 
Position 385 entwickelten Hefestämme DFY632/pAV101(S385E) und 
DFY632/pAV101(S385A) zeigten anhand erster Wachstumsanalysen keine 
nennenswerten Unterschiede. Eine weiterreichende physiologische oder 
proteinbiochemische Funktion durch eine Autophosphorylierung an Serin385 kann nicht 
ausgeschlossen werden und könnte im Rahmen zukünftiger Untersuchungen aufgeklärt 
werden. 
 
In K. lactis sind offensichtlich nur eine Hexokinase und eine Glukokinase für eine 
effiziente Phosphorylierung und Glukosesignalisierung ausreichend. Zur weiteren 
Charakterisierung der KlHxk1 sollten wichtige physiologische Eigenschaften analysiert 
werden, zumal insbesondere der molekulare Mechanismus der Glukoserepression in 
K. lactis bislang noch weitgehend ungeklärt ist.  
Mit Hilfe von Stopped-flow Messungen konnte gezeigt werden, dass monomere KlHxk1 
(isoliert aus dem Multicopy-Stamm JA6Δrag5R/pTSRAG5) als die Enzymform mit hoher 
Affinität und Aktivität für die zwei glykolytischen Substrate Glukose und ATP darstellt. Der 
Unterschied zwischen monomerer und dimerer KlHxk1 hinsichtlich Substrataffinität und 
katalytischer Aktivität übersteigt nicht den Faktor 2,5. Diese Eigenschaft des Enzyms 
könnte in vivo genutzt werden, um unter besonderen Umständen die Glukoseaufnahme 
und Glukosephosphorylierung durch Stimulation der KlHxk1-Dissoziation zu verbessern. 
Die Hexokinase 1 von Kluyveromyces lactis wird in Gegenwart von 0,1 mM bis 5 mM 
freiem ATP nicht inhibiert. Eine Regulation der Glykolyse durch ATP-Inhibierung wie es 
für ScHxk2 vermutet wird, scheint daher für die Hexokinase 1 von K. lactis nicht möglich 
zu sein.  
Des Weiteren sollte Serin157 von KlHxk1 als Teil einer in verschiedenen Hefehexokinasen 
(inkl. S. cerevisiae) existierenden Sequenz 151PLGFTFS(F/Y)PA160 auf seine Eigenschaft 
als Autophosphorylierungsstelle und einer damit verbundenen Inaktivierung geprüft 
werden. Im Gegensatz zu ScHxk2 besitzt KlHxk1 jedoch eine deutliche Resistenz 
gegenüber einer Inaktivierung in Anwesenheit von D-Xylose, einem nicht-
phosphorylierbaren Glukoseanalogon und zeigt damit ein signifikant abweichendes 
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Inaktivierungsmuster und eine hohe residuale Glukosekinaseaktivität im Vergleich zu 
ScHxk2.  
 
Das unvorhergesehene Ergebnis für die ScHxk2 aus den Untersuchungen zur 
Gleichgewichtsfaltung und Stabilität überraschten genauso wie die Resultate aus der 
enzymologischen Charakterisierung der KlHxk1. Somit zeigt sich in dieser Arbeit einmal 
mehr die Besonderheit und Komplexität der Hexokinase. 
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